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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Eritrocitoza je stanje, za katerega je značilna povečana masa eritrocitov v krvi. Čeprav se 
simptomi obolelih posameznikov razlikujejo in so velikokrat blagi ali nezaznavni, lahko v 
nekaterih primerih zaradi hiperviskoznosti krvi povzročijo trombotične zaplete, in v 
najslabših primerih tudi smrt (Debeljak in sod., 2019). Diagnoza eritrocitoze je precej 
zahtevna, saj na njen nastanek vpliva veliko število dejavnikov, ki vplivajo na delovanje 
nekaterih pomembnih fizioloških procesov, kot so zaznavanje ravni kisika krvi, odzivanje 
na spremembe v koncentracijah kisika, uravnavanje nastajanja eritrocitov ter prenos kisika. 
S svojim heterogenim ozadjem je za diagnosticiranje problematična družinska eritrocitoza 
(DE), ki je lahko posledica prisotnosti mutacij v devetih trenutno znanih kandidatnih genih 
(EPOR, VHL, EGLN1,  EPAS1, EPO, HBB, HBA1 in HBA2, BPGM) (Bento in sod., 2015). 
Približno 70 % obolelih s sumom na dedno obliko eritrocitoze sodi med idiopatske 
eritrocitoze oziroma eritrocitoze neznanega vzroka. Ti bolniki in bolnice niso nadalje 
obravnavani in posledično prikrajšani za zdravljenje oziroma obvladovanje simptomov 
bolezni, kar lahko vpliva na kvaliteto njihovega življenja ali pa tvega zdravstvene zaplete.  
Bisfosfoglicerat mutaza (BPGM) je gen, povezan  z družinsko eritrocitozo tipa 8 (ECYT8). 
Gen BPGM kodira zapis za protein bisfosfoglicerat mutazo (BPGM), ki katalizira 
pretvorbo 1,3-bisfosfoglicerata (1,3-BPG) v 2,3-bisfosfoglicerat (2,3-BPG). 2,3-BPG je 
alosterični efektor hemoglobina (Hb), ki v primeru zmanjšane koncentracije 2,3-BPG v 
krvi vpliva na povečano afiniteto Hb do kisika. Kisik se tako posledično v manjši meri 
sprošča v okoliška tkiva, kar vodi v kronično hipoksijo tkiv in posledično v nastanek 
ECYT8.  
Za ugotavljanje vzročne povezanosti gena z bolezenskim stanjem je najprej potrebna 
bioinformacijska analiza kandidatnih genov, pri čemer z bioinformacijskimi orodji in 
pregledom literature določimo regije ključnih nukleotidnih zaporedij, ki jih je potrebno 
vključiti v genetsko analizo. Sledi optimizacija pomnoževanja izbranih regij z metodo 
verižne reakcije s polimerazo (PCR) ter nato še njihova sekvenčna analiza. Z omenjenim 
pristopom lahko vzpostavimo genetski test za diagnostično analizo kandidatnih genov pri 
eritrocitozi kot bolezni genetskega izvora. V Sloveniji trenutno še nimamo genetskega 
testa, ki bi s preverjanjem različic v nukleotidnem zaporedju gena BPGM omogočal 
potrditev prisotnosti ECYT8. 
1.2 CILJI NALOGE       
 C1: Sistematičen pregled obstoječih podatkov o povezavi med različicami gena 
BPGM in eritrocitozo oziroma njenimi kliničnimi znaki, 
 C2: Pomnožitev izbranih regij gena BPGM, povezanih z eritrocitozo, 
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 C3: Določitev nukleotidnega zaporedja pomnoženih regij gena BPGM pri bolnikih 
z eritrocitozo neznanega vzroka. 
1.3 HIPOTEZE 
 H1: Različice gena BPGM, ki povzročajo eritrocitozo, se nahajajo znotraj 
regulatornih mest in vplivajo na vlogo proteina, 
 H2: Različice gena BPGM so prisotne v vzorcih DNA bolnikov z eritrocitozo 
neznanega vzroka.  
 
Nalogo je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME 0120-98/2019/5), bolniki in ostali 
udeleženci pa so podpisali soglasje za sodelovanje v raziskavi. 
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2 PREGLED OBJAV       
2.1 ERITROCITI 
Pred štirimi milijardami let, pred razvojem življenja na Zemlji, je bila v ozračju prisotna le 
majhna količina kisika. Nato se je pred 1-2 milijarde leti s pojavom povečane fotosintetske 
dejavnosti povečala tudi razpoložljivost kisika v ozračju, ter takratnim organizmom 
omogočila privzem večjih količin kisika, kar je kasneje omogočilo razvoj večceličnih 
organizmov. K evoluciji vretenčarjev, ki imajo v primerjavi z nevretenčarji mnogo večjo 
maso in so bolj kompleksni, je pripomogel tudi razvoj specializiranih krvožilnih sistemov, 
ki so celice oskrbovali z zadostnimi koncentracijami kisika. Kisik je namreč končni 
prejemnik elektrona elektronske prenašalne verige, ki omogoča tvorbo velikih količin 
adenozin trifosfata (ATP) in s tem aerobni metabolizem, ki celicam predstavlja energetsko 
preskrbo. Ena najpomembnejših pridobitev vretenčarjev je razvoj rdečih krvnih celic 
oziroma eritrocitov,  katerih primarna vloga je vezava kisika iz pljuč in njegova dostava v 
tkiva. Morfološke značilnosti eritrocitov jim omogočajo učinkovito opravljanje njihove 
vloge. Te celice so tako zelo majhne velikosti, bikonkavne oblike, poleg tega pa ne 
vsebujejo večine organelov, med drugim tudi celičnega jedra z DNA (Pugh in sod., 2002; 
Semenza, 2009; Lee in Percy, 2011; Tombak, 2019). 
2.1.1 Eritropoeza    
Nastajanje in odmiranje eritrocitov se v telesu dogaja z veliko hitrostjo. Odrasla oseba 
dnevno proizvede približno 200 milijard eritrocitov, ki nadomestijo enako število odmrlih 
eritrocitov (Tombak, 2019). Eritrociti odraslega človeškega organizma nastajajo v rdečem 
kostnem mozgu vretenc, prsnice, reber in zgornjih delih medeničnih kosti, kjer se odvija 
eritropoeza (Slika 1). Eritropoeza je proces nastajanja eritrocitov, pri čemer iz 
multipotentnih hematopoetskih matičnih celic preko večstopenjskega procesa nastanejo 
zreli eritrociti. Nastajanje eritrocitov je uravnavano preko hormona eritropoetina (EPO) in 
je spodbujeno pri nizki koncentraciji kisika v krvi, ki ga v največji meri zaznavajo ledvične 
celice, imenovane intersticijski fibroblasti, nekaj pa tudi perisinusoidne celice v jetrih. 
Omenjene celice ob zaznanem nizkem parcialnem tlaku kisika (pO2) kot posledici nizke 
koncentracije kisika pričnejo v večji meri izražati hormon EPO, ki se sprosti v kri 
(Tombak, 2019). Ta se nato veže na eritropoetinski receptor (EPOR), izražen na 
hematopoetskih matičnih celicah v kostnem mozgu. Vezava sproži znotrajcelične signalne 
poti, ki privedejo do inhibicije apoptoze ter sprožijo proliferacijo in diferenciacijo 
eritroidnih hematopoetskih matičnih celic (Lee in Percy, 2011; McMullin, 2016).  
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Slika 1: Prikaz procesa eritropoeze. Povzeto po (Patton in Thibodeau, 2018). 
Količina eritrocitov v krvi se spreminja glede na koncentracijo kisika oziroma zaznano 
nihanje parcialnega tlaka kisika v tkivih. Mehanizem za zaznavanje kisika je zelo občutljiv 
in zajema številne pomembne regulatorne elemente. Pri normalni koncentraciji kisika (21 
%) oziroma normoksiji, prolil hidroksilaze (PHD) hidroksilirajo s hipoksijo inducirani 
transkripcijski faktor (HIF), ki sestoji iz dveh podenot: HIFalfa, ki je občutljiv na kisik, in 
HIFbeta. Obstajajo tri izooblike HIFalfa, od katerih je HIF2alfa glavni transkripcijski 
regulator gena EPO. Po hidroksilaciji se na HIF2alfa veže tumor-supresorski protein von 
Hippel-Lindau (VHL), ki v kompleksu služi kot substrat-prepoznavno mesto za E3 
ubikvitin ligazni kompleks, ki najprej ubikvitinira, nato pa v proteasomu razgradi HIF2alfa 
na peptide. Z omenjenim mehanizmom so pri pogojih normoksije ohranjene nizke ravni 
HIF. Nasprotno je pri nižjih koncentracijah kisika (pod 21 %) oziroma hipoksiji, ki jo v 
obliki znižanega parcialnega tlaka kisika v tkivih zaznajo ledvične celice, raven 
hidroksilacije manjša in HIF2alfa se ne veže na VHL ter tako "uide" razgradnji. Raven 
HIF2alfa narašča in dimerizira s HIFbeta, nakar tako strukturiran protein potuje v jedro, 
kjer se veže na od hipoksije odzivni element (HRE) in tako povzroči prepisovanje številnih 
tarčnih genov, ki spodbujajo preživetje posameznih celic oziroma prilagoditev organizma 
na hipoksijo, med njimi tudi gena EPO, ki sproži eritropoezo. Transkripcija gena EPO se 
nato pri zaznani normalni koncentraciji kisika v tkivih zniža preko sistema negativne 
povratne zanke z vezavnimi proteini GATA (Bunn, 2013; McMullin, 2016; Semenza in 
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Wang, 1992; Maxwell in sod., 1993; Semenza, 2009; Lee in Arcasoy, 2015; Kristan in 
sod., 2019; Vočanec in sod., 2018). 
 
Ohranjanje konstantne koncentracije eritrocitov v krvi omogočajo strogo uravnani in 
občutljivi homeostatski mehanizmi, ki zajemajo številne pomembne regulatorne elemente. 
Motnje v teh mehanizmih lahko privedejo do premajhne koncentracije eritrocitov v krvi, 
kar povzroča oslabljeno preskrbo celic s kisikom in posledično upočasnjen celični 
metabolizem. Nasprotno pa prevelika koncentracija eritrocitov lahko povzroči 
hiperviskoznost krvi, ki lahko med drugim vodi v trombotične zaplete (Patton in 
Thibodeau, 2018; Lee in Percy, 2011). 
2.2 PRENOS KISIKA 
2.2.1 Hemoglobin 
2.2.1.1 Zgradba in vloga hemoglobina 
V človeškem telesu je 98 % kisika vezanega na Hb, ki je najbolj zastopana molekula v 
eritrocitih. Hb je globularni protein s tetramerno obliko iz dveh podenot alfa ter dveh 
podenot beta. Vsaka od štirih podenot vsebuje hem z atomom železa. Hb je glavni 
prenašalec kisika pri večini vretenčarjev. Prenos kisika poteka tako, da se v alveolarnih 
kapilarah, kjer je koncentracija kisika visoka, na atom železa v hemu reverzibilno vežejo 
molekule kisika (oksigenirana oblika Hb), ki se nato sprostijo v tkiva z nizko koncentracijo 
kisika (deoksigenirana oblika Hb) (The UniProt Consortium, 2019; Bento in sod., 2013). 
Tekom tega procesa se spreminja prostorska struktura, oziroma konformacija Hb. 
2.2.1.2 Alosteričnost in afiniteta hemoglobina 
Hb je tipičen primer alosteričnega proteina, saj se ob vezavi nekaterih ligandov spremeni 
njegova konformacija in s tem tudi njegova dinamika delovanja. Za deoksigenirano obliko 
Hb je značilna tesna konformacija globinskih podenot, pri čemer so podenote globina 
postavljene bolj skupaj. Poleg tega je afiniteta do kisika takšne konformacije nižja. 
Obratno je za oksigenirano obliko Hb značilna sproščena konformacija globinskih podenot 
in večja afiniteta do kisika kot v tesni konformaciji (Devlin, 2006; Kumar in Clark, 2005). 
2.2.2 2,3-bisfosfoglicerat (2,3-BPG) 
Glavni alosterični ligand Hb je 2,3-BPG, majhen, visoko anionski organski fosfat, ki v 
največji meri nastaja v eritrocitih. Tam nastaja v Rapoport-Lueberingovi poti, ki je stranska 
pot anaerobne glikolize (Slika 2). Reakcijo nastanka 2,3-BPG iz 1,3-BPG katalizira protein 
BPGM (Vargas in sod., 2004; Poillon in sod., 1995; MacDonald, 1977). V literaturi in 
zbirkah podatkov obstaja mnogo različic poimenovanja metabolita 2,3-BPG (angl. 2,3-
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DPG, DPG, 2,3-Bisphospho-D-glycerate 2,3-Bisphosphoglyceric acid,2,3-Disphospho-D-
glycerate, 2,3-Diphosphoglycerate, Glycerate diphosphate) (Wishart in sod., 2018). 
 
 
Slika 2: Prikaz nastanka 2,3-BPG. A) prikaz glikolize in Rapoport-Lueberingove poti, B) encimska reakcija 
BPGM. Povzeto po (MacDonald, 1977). Legenda: BPGM – bisfosfoglicerat mutaza, 1,3-BPG – 1,3-
bisfosfoglicerat, 2,3-BPG – 2,3-bisfosfoglicerat, 3-PG – 3-fosfoglicerat, 2-PG – 2-fosfoglicerat. 
2.2.3 Interakcija 2,3-bisfosfoglicerata in hemoglobina 
Molekula 2,3-BPG je glavni alosterični regulator afinitete Hb do kisika v človeških 
eritrocitih. Kadar je potreba po kisiku v tkivih večja, se poveča tudi koncentracija 2,3-BPG  
v eritrocitih. Proces se začne, ko se manjše število molekul 2,3-BPG veže na tetramer Hb, 
katerega sicer povezujejo vezi med alfa in beta globinskimi podenotami. Ob 
stereospecifični vezavi molekule 2,3-BPG na podenoti beta v centralnem jedru tetramera 
Hb se tesna konformacija stabilizira in afiniteta do kisika se zmanjša, kar povzroči 
postopno sproščanje molekul kisika v periferna tkiva z nizko koncentracijo kisika (Slika 
3B). Ko se kisik sprosti s Hb, se podenote beta zavrtijo tako, da omogočijo vstop in vezavo 
dodatnim molekulam 2,3-BPG in kisik se tako prične v večji meri sproščati v tkiva ter 
izboljša njegovo oksigenacijo. V primeru nizke koncentracije 2,3-BPG in visokem 
parcialnem tlaku se na Hb s sproščeno konformacijo vežejo molekule kisika. Oksigeniran 
tetramer Hb ima konformacijo, ki zaradi visoke afinitete do kisika preprečuje njegovo 
sproščanje v periferna tkiva (Slika 3A). Pri dolgotrajno nizkih koncentracijah 2,3-BPG 
lahko onemogočeno sproščanje kisika v tkiva povzroči pomanjkanje kisika v tkivih, 
oziroma tkivno hipoksijo. Glavna vloga molekule 2,3-BPG je torej uravnavanje sproščanja 
kisika iz eritrocitov v tarčna tkiva (Lee in Percy, 2011; MacDonald, 1977; Hoffman in 
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sod., 2013; Benesch in Benesch, 1969; Patterson in sod., 2010; Forget in Bunn, 2013; 
Kumar in Clark, 2005). 
 
 
Slika 3: Spremembe hemoglobina ob vezavi 2,3-BPG. Prikaz spremembe pri različnih pogojih parcialnega 
tlaka. Povzeto po (Quora, 2020). 
2,3-BPG je v eritrocitih prisoten v približno enakih koncentracijah kot Hb, kar je v 
normalnih pogojih približno 6 mM. Njegova koncentracija se sicer spreminja glede na 
obstoječe pogoje v organizmu. Telo se na nekaj ur trajajočo hipoksijo odzove s povečano 
biosintezo 2,3-BPG, ki je katalizirana s proteinom BPGM. V normalnih fizioloških pogojih 
je delovanje proteina BPGM negativno uravnavano s produktom, povečana količina 2,3-
BPG povratno inhibira delovanje proteina (Puri in Monro, 2018). Pri zadostnih količinah 
kisika telo preko sistema negativne povratne zanke inhibira aktivnost proteina BPGM. Ker 
2,3-BPG kot visoko anorganski fosfat ne prehaja membrane eritrocitov, se ob povečanju 
njegove koncentracije v celici zniža pH. To upočasni glikolizo in poveča se fosfatazna 
aktivnost proteina BPGM, ki s pretvorbo 2,3-BPG v 3-fosfoglicerat (3-PG) zmanjša 
koncentracijo 2,3-BPG (MacDonald, 1977). 
2.2.3.1 Saturacijska krivulja hemoglobina za kisik 
S saturacijsko krivuljo Hb za kisik je izražena kapaciteta Hb za prenos kisika do tkiv 
(McMullin, 2008). Krivulja je sigmoidne oblike in predstavlja povezavo med pO2 v krvi 
ter vezavno kapaciteto Hb za kisik, ki jo merimo z deležem saturacije. Krivulja doseže 
položen del, ko je večina molekul Hb nasičenih s kisikom, zato lahko v tem stanju kljub 
velikim spremembam v pO2 pride le do minimalnih sprememb v nasičenosti Hb s kisikom 
(Forget in Bunn, 2013; Bento in sod., 2015). Nekateri kemijski in fizikalni dejavniki lahko 
povzročijo premik saturacijske krivulje v levo ali desno smer. Premik v levo pomeni 
povečano afiniteto Hb do kisika in manjše količine sproščenega kisika, premik v desno pa 
zmanjšano afiniteto Hb do kisika ter večje količine sproščenega kisika. Poleg sprememb v 
telesni temperaturi in krvnem pH lahko premik krivulje povzroči tudi spremenjena 
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koncentracija 2,3-BPG in njegova vezava na Hb. Visoke koncentracije 2,3-BPG krivuljo 
premaknejo v desno, nizke pa v levo (Slika 4) (Berlot in sod., 2019). Ob zaznanem 
premiku saturacijske krivulje hemoglobina za kisik v levo lahko poleg nepravilnosti v 
strukturi ali delovanju Hb sklepamo tudi na nepravilnosti alosteričnih regulatorjev Hb 
(McMullin, 2008). 
 
 
Slika 4: Saturacijska krivulja hemoglobina za kisik. Prikaz premika krivulje glede na spremembo določenih 
pogojev. Povzeto po (Berlot in sod., 2019). Legenda: 2,3-BPG – 2,3-bisfosfoglicerat, pO2 – parcialni tlak 
kisika, mmHg – milimetrov živega srebra. 
2.3 PROTEIN BPGM 
Protein BPGM je pri ljudeh v največji meri izražen v eritrocitih, v velikih koncentracijah 
pa ga najdemo tudi v posteljici (Pritlove in sod., 2006). Spada v družino fosfoglicerat 
mutaz in poddružino fosfoglicerat mutaz, odvisnih od bisfosfoglicerata, zapis za njegov 
nastanek pa kodira gen BPGM (The UniProt Consortium, 2019; Yates in sod., 2020). V 
literaturi in zbirkah podatkov obstaja veliko načinov za navajanje proteina, navedena so 
sledeča imena: angl. 2,3-bisphosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate synthase, 
2,3-diphosphoglycerate mutase, DPGM, PMGE (The UniProt Consortium, 2019). 
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2.3.1 Zgradba proteina BPGM  
Protein BPGM sestavlja polipeptidna molekula iz 250 aminokislin z molekulsko maso 
30.005 Da. Ima homodimerno strukturo, pri čemer je vsaka polipeptidna veriga sestavljena 
iz šestih beta verig in desetih alfa heliksov (Slika 5) (The UniProt Consortium, 2019; 
Wang in sod., 2004).  
 
 
Slika 5: Tridemenzionalni prikaz strukture proteina BPGM. Povzeto po (Wang in sod., 2004). 
2.3.2 Vloga proteina BPGM 
BPGM je protein z encimatsko vlogo, saj katalizira reakcije prenosa fosfatne skupine med 
metaboliti glikolize v eritrocitih, kjer v stranski fosfogliceratni metabolni poti, imenovani 
Rapoport-Lueberingova pot, katalizira reakciji nastanka in razgradnje metabolita 2,3-BPG. 
V tej reakciji je metabolit 1,3-BPG s sintazno vlogo proteina BPGM pretvorjen v izomerno 
molekulo 2,3-BPG, ta pa s fosfatazno vlogo istega proteina v 3-PG (Slika 2). Njegova 
glavna vloga je torej uravnavanje koncentracije 2,3-BPG (Wang in sod., 2006; Poillon in 
sod., 1995; Puri in Monro, 2018; Chu in sod., 2014). 
 
BPGM je trifunkcionalni encim s sintazno, mutazno in fosfatazno aktivnostjo (Preglednica 
1). Reakcije vseh treh aktivnosti potekajo na istem aktivnem mestu proteina BPGM z 
dvema vezavnima mestoma za različne substrate, eno za bisfosfoglicerat in drugo za 
monofosfoglicerat (Sasaki in sod., 1975; Chu in sod., 2014) V namen te naloge se bomo 
osredotočili na glavno aktivnost proteina BPGM – sintazno aktivnost, pri kateri nastaja 
2,3-BPG. 
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Preglednica 1: Prikaz aktivnosti proteina BPGM v eritrocitih. Povzeto po (Chu in sod., 2014). 
Aktivnost Reakcija Pojavnost reakcije 
Sintazna 1,3-BPG → 3-PG → 2,3-BPG pogosta 
Fosfatazna 2,3-BPG + H2O → 3-PG +Pi redka 
Mutazna 3-PG → 2-PG redka 
Legenda: 1,3-BPG – 1,3-fosfoglicerat, 2,3-BPG – 2,3-fosfoglicerat, 3-PG – 3-fosfoglicerat, Pi – anorganski 
fosfat, H2O – voda, 2-PG – 2-fosfoglicerat.  
2.3.3 Potek sintazne reakcije proteina BPGM 
Sintazna reakcija nastanka 2,3-BPG v proteinu BPGM v glavnem poteka v dveh korakih. 
Najprej se 1,3-BPG pretvori v intermediat 3-PG, nato pa sledi še pretvorba v 2,3-BPG. V 
procesu sodeluje nekaj ključnih aminokislin, ki sestavljajo katalitsko jedro proteina. 
Reakcija se prične, ko aminokislinsko mesto His188 tvori vodikove vezi s His11 in s 
substratom in tako omogoča pravilno prostorsko postavitev proteina in substrata med 
katalizo in s tem skrajša dolžino reakcijske poti. Zelo pomembni aktivni katalitski mesti sta 
His11 in Glu89 (Slika 6). Na His11 se med reakcijo veže fosfatna funkcijska skupina 
molekule substrata (1,3-BPG). Prenos omogoča Glu89, ki s substrata prenese atom vodika 
s hitrim prenosom protona. 
 
 
Slika 6: Prikaz nastanka 2,3-BPG z dvema aktivnima mestoma proteina BPGM. Prikaz sintazne pretvorbe 
1,3-BPG v 2,3-BPG preko intermediata 3-PG in katalizo dveh aktivnih mest (His11 in Glu89) proteina 
BPGM. Povzeto po (Chu in sod., 2014). 
Po prenosu fosfatne funkcijske skupine se atoma molekule substrata zavrtira proti 
aminokislinskima mestoma Cys23 in Ser24, saj ju privlačijo vodikove vezi med njima. To 
povzroči ugodno pozicijo substrata proti aktivnemu mestu Glu89, poleg tega pa se 
spremeni tudi prostorska struktura substrata, kar pripomore k prenosu protona v drugem 
koraku katalize, kjer nastane 2,3-BPG. Pomembno vlogo pri prenosu fosfatne skupine na 
His11 igrajo tudi vezavna mesta in regije, aminokisline Arg10, His11, Gly12, Glu13, 
Gly14, Ala15, Trp16, Asn17, Arg62, Arg90, His91, Tyr92, Arg100, Arg116, Arg117, 
His188, Gly189 in Asn190, ki tvorijo vodikove vezi z odcepljeno skupino, kar prispeva k 
stabilnosti strukture intermediata (Chu in sod., 2014; Wang in sod., 2004; Wang in sod., 
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2006; Patterson in sod., 2010). Grafični povzetek pomembnih mest in regij proteina za 
aktivnost proteina BPGM, je prikazan na Sliki 7. 
 
Slika 7: Prikaz aminokislinskega zaporedja proteina BPGM. Prikaz zaporedja s pomembnimi vezavnimi in 
aktivnimi mesti. Legenda: rumena – mesta in regije za vezavo substrata (1,3-BPG),  rdeča – aktivni katalitski 
mesti.  
Pomembnost nekaterih mest za aktivnost proteina BPGM je bila tudi eksperimentalno 
dokazana s tehniko usmerjene mutageneze oziroma namenskim spreminjanjem 
aminokislinske sestave proteina BPGM. Garel in sodelavci (1990) so tako z naravnimi in 
sintetičnimi mutacijami povzročili spremembe aminokislin na mestu Arg90 (Arg90Gly in 
Arg90Ser), ki so vodile v delno okvaro proteina BPGM. Poleg tega so Garel in sodelavci 
(1993) z usmerjeno mutagenezo aminokislinskih mest His11 in His188 odkrili, da je v 
obeh primerih sprememba proteina vplivala na njegovo vlogo. Spremembe aminokisline na 
enajstem mestu so povzročile velik upad sintazne aktivnosti proteina BPGM, medtem ko 
so spremembe His188 poleg upada sintazne aktivnosti povzročile tudi porušenje 
funkcionalne strukture proteina. Obenem so različice aminokisline His188 pri kvasovkah 
povzročile tisočkratni upad aktivnosti od 2,3-BPG odvisne fosfoglicerat mutaze, ki je 
visoko sorodna proteinu BPGM (Wang in sod., 2004; Wang in sod., 2006). Omenjene 
raziskave tako nakazujejo na pomembnost mest His11, Arg90 in His188 za delovanje in 
stabilnost proteina BPGM. 
2.4 ERITROCITOZA 
Na prisotnost eritrocitoze predvidevamo, kadar odkrijemo nenormalno visoko 
koncentracijo hematokrita (Ht), hemoglobina (Hb) ali števila eritrocitov v krvi. Omenjeni 
parametri so odvisni od volumna plazme, saj zmanjšan volumen plazme pomeni prisotnost 
relativne (napačne) eritrocitoze. Absolutna (resnična) eritrocitoza je določena z maso 
eritorocitov v krvi > 125 %, glede na starost in spol preiskovanca oziroma preiskovanke, 
vendar je merjenje eritrocitov v krvi dandanes redko mogoče. Pokazalo se je, da bo 
moški/ženska s Ht ≥ 0,60/0,56 vedno imel/imela absolutno eritrocitozo (McMullin, 2016). 
Po merilih WHO iz leta 2016 je eritrocitoza diagnosticirana pri nižji meji Hb in Ht (> 165 
g/L ali > 0,49 pri moških in > 160 g/L ali > 0,48 pri ženskah) (Arber in sod., 2016). 
Ponekod še vedno uporabljajo starejši prag za določanje absolutne eritrocitoze: Ht > 0,52 
pri moških in > 0,48 pri ženskah (Rumi in sod., 2019). Za potrditev diagnoze absolutne 
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eritrocitoze je potrebno povišane meritve potrditi pri vsaj dveh ločenih meritvah v 
presledku vsaj dveh mesecev. Besedilo te naloge v nadaljevanju se nanaša na absolutno 
eritrocitozo. 
2.4.1 Klasifikacija 
Na razvoj eritrocitoze vpliva veliko število raznolikih dejavnikov, zato je tudi njena 
klasifikacija dokaj obsežna (Preglednica 2). Do prekomerne eritropoeze in s tem 
prekomerne tvorbe eritrocitov lahko vodijo zarodne ali somatske mutacije v DNA 
nekaterih genov, ki se odražajo v motnjah molekularnih mehanizmov za uravnavanje 
koncentracije kisika ter njegov prenos, ali pa se pojavijo kot odgovor na nekatere 
patofiziološke ali okoljske spremembe (Semenza, 2009). Glede na izvor eritrocitozo 
delimo na primarno in sekundarno, pri čemer nadalje vsako delimo še na pridobljene in 
prirojene eritrocitoze. Pridobljena eritrocitoza nastane kadarkoli v življenju, medtem ko je 
prirojena prisotna že ob rojstvu in je podedovana, saj je posledica zarodnih ali matičnih 
mutacij, enake ali podobne genotipske in fenotipske spremembe pa lahko odkrijemo tudi 
pri drugih članih družine (Debeljak in sod., 2019; Bento in sod., 2015). Prirojenim 
primarnim in prirojenim sekundarnim eritrocitozam tako pravimo tudi družinske 
eritrocitoze (DE).  
2.4.1.1 Primarna eritrocitoza 
Primarna eritrocitoza je oznaka za prekomerno proizvodnjo eritrocitov, povezano s 
proliferacijo hematopoetskih matičnih celic ali eritroidnih prekurzorskih celic, zaradi 
pridobljene ali prirojene mutacije v genih, ki uravnavajo eritropoezo v rdečem kostnem 
mozgu. V večini primerov primarno eritrocitozo prepoznamo po nizkih ravneh EPO v krvi 
(Lee in Arcasoy, 2015; Bento in sod., 2015). Primarna pridobljena eritrocitoza ali prava 
policitemija (PV) (ang. polycythemia vera) nastane zaradi somatske mutacij v genu za 
Janus kinazo 2 (JAK2), primarna prirojena eritrocitoza pa zaradi mutacije v genu EPOR 
(McMullin, 2016; McMullin, 2008; Bento in sod., 2015). 
2.4.1.2 Sekundarna eritrocitoza 
Sekundarna eritrocitoza pomeni prekomerno proizvodnjo eritrocitov, ki je posledica 
motenj, lociranih izven rdečega kostnega mozga. V večini primerov jo prepoznamo po 
normalnih ali povišanih ravneh EPO v krvi (Bento in sod., 2015). Sekundarna pridobljena 
eritrocitoza je najbolj pogost razlog za nastanek eritrocitoze. Je fiziološki odgovor na 
hipoksijo s povečano vsebnostjo EPO v krvi, ki je značilna za nekatera stanja (bivanje na 
visoki nadmorski višini, kajenje, debelost itd.) ali bolezni (bolezni pljuč, ledvic, jeter, srca, 
benigni in maligni tumorji, ki izločajo EPO) (Lee in Arcasoy, 2015; Debeljak in sod., 
2019). Sekundarna prirojena eritrocitoza pa je posledica nepravilnega uravnavanja 
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eritropoeze zaradi patoloških napak v poti zaznavanja kisika v ledvicah, ki nastanejo zaradi 
mutacij v genih, ki kodirajo zapis za proteine, ključne v zaznavni poti kisika (Lee, 2008) 
ali povečane afinitete Hb do kisika, ki je lahko posledica mutacij v genih, ki povzročijo 
strukturne in funkcijske napake molekule Hb ali znižane koncentracije alosteričnega 
regulatorja 2,3-BPG (Camps in sod., 2016; Debeljak in sod., 2019).  
2.4.1.3 Idiopatska eritrocitoza 
Poleg primarne in sekundarne eritrocitoze poznamo tudi idiopatsko eritrocitozo, kamor 
uvrščamo vse eritrocitoze, kjer vzroka nismo opredelili. V to kategorijo uvrščamo okrog 70 
% bolnikov in bolnic s sumom na dedno eritrocitozo. Takšni primeri pogosto nimajo jasno 
opredeljenega genetskega ozadja zaradi neraziskanosti področja in posledično pomanjkanja 
ustreznih diagnostičnih testov (Bento in sod., 2018). 
Preglednica 2: Prikaz klasifikacije eritrocitoz. Povzeto po (Bento in sod., 2015 in Debeljak in sod., 2019). 
Absolutna eritrocitoza (znani vzroki) 
Primarne eritrocitoze (↓EPO) Sekundarne eritrocitoze (normalen ali ↑EPO) 
Pridobljena Prirojena Pridobljene Prirojene 
Somatske mutacije v 
genu JAK2 (Prava 
policitemija) (OMIM: 
263300) 
Zarodne ali matične 
mutacije v genu EPOR 
(ECYT1) (OMIM: 
133100) 
Negenetski dejavniki: 
 Bivanje na visoki 
nadmorski višini 
 Kajenje 
 Kronična 
izpostavljenost 
ogljikovem 
monoksidu 
 Bolezni pljuč, ledvic, 
jeter, srca 
 Debelost 
 Nekatere nevrološke 
motnje 
 Nočna apneja 
 Benigni in maligni 
tumorji, ki izločajo 
EPO 
 Uživanje 
androgenov, 
diuretikov, 
zaviralcev tirozinske 
kinaze ali 
rekombinantnega 
EPO 
 Transplantacija 
ledvic 
Zarodne ali matične 
mutacije povezane z 
napakami na poti 
zaznavanja kisika v 
genih: 
 VHL (ECYT2) 
(OMIM: 263400) 
 EGLN1 (ECYT3) 
(OMIM: 609820) 
 EPAS1 (ECYT4) 
(OMIM: 61178)  
 EPO (ECYT5) 
(OMIM: 617907) 
 
Zarodne ali matične 
mutacije povezane s 
Hb z večjo afiniteto za 
kisik v genih: 
 HBB (ECYT6) 
(OMIM: 617980) 
 HBA1 in HBA2 
(ECYT7) (OMIM: 
617981) 
 BPGM (ECYT8) 
(OMIM: 222800) 
Legenda: BPGM: bisfosfoglicerat mutaza; ECYT1-8: družinska eritrocitoza tipa 1–8; EGLN1: egl nine 
homolog 1, sinonim PHD2, prolil hidroksilaza 2; EPAS1: endothelial PAS domain protein 1, sinonim HIF2A, 
faktor hipoksije 2 alfa; EPO:eritropoetin; EPOR: eritropoetinski receptor; Hb: hemoglobin; HBA1: podenota 
hemoglobina alfa 1; HBA2: podenota hemoglobina alfa 2; HBB: podenota hemoglobina beta; JAK2: Janus 
kinaza 2; VHL: von Hippel-Lindau tumor zaviralni gen. 
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2.4.2 Klinični znaki eritrocitoze 
Eritrocitoza je največkrat odkrita naključno med laboratorijskimi preiskavami krvi 
preiskovank in preiskovancev, ki pridejo na zdravniško obravnavo zaradi drugih težav. 
Klinični simptomi in znaki eritrocitoze se med posamezniki in posameznicami zelo 
razlikujejo. Pogosto so brez kliničnih simptomov, nekaterim pa težave povzroča 
hiperviskoznost krvi, kar se kaže v pletoričnem videzu, glavobolu, omotici, srbenju, 
krvavitvah iz nosu, zamegljenim vidom, dispneji ob naporu, splošni utrujenosti, parestezije 
in bolečinah v prsih in trebuhu, mialgiji in šibkosti. V najslabšem primeru se lahko zaradi 
hiperviskoznost krvi pojavijo trombotični ali hemoragični zapleti (Debeljak in sod., 2019; 
Bento in sod., 2015). 
2.4.3 Obvladovanje kliničnih znakov eritrocitoze 
Metode zdravljenja se prilagaja glede na simptome in vzroke obolenja bolnikov in bolnic 
ter njihovo zdravstveno preteklost. Cilj obvladovanja eritrocitoz je lajšanje kliničnih 
simptomov in znakov, predvsem hipervisokoznosti krvi. Pogosto se pri nekaterih 
pridobljenih sekundarnih eritrocitozah priporoča spremembo življenjskega stila, na primer 
prenehanje kajenja, zmanjšanje telesne teže, prenehanje uporabe diuretikov itd. Pri nujnih 
primerih sekundarne eritrocitoze se uporablja venepunkcijo oziroma puščanja krvi, s 
katerim se normalizira masa eritrocitov in posledično viskoznost krvi. Bolnikom pogosto 
predpišejo tudi acetilsalicilno kislino v nizkih odmerkih. Bolnike in bolnice z visoko 
stopnjo tveganja za trombozo (predvsem PV) pa se dodatno zdravi še s citoredukcijo, ki je 
terapija zmanjševanja števila (krvih) celic. Venepunkcija in citoredukcija nista primerni za 
obvladovanje stanja pri bolnikih in bolnicah z visoko afiniteto Hb do kisika (Mlakar, 2008; 
Bento in sod., 2015; Lee in Arcasoy, 2015; Culligan, 2008). 
2.4.4 Diagnoza družinskih eritrocitoz 
Preden postavimo diagnozo DE, je potrebno ločiti relativno od absolutne eritrocitoze. To 
storimo s preiskovanjem krvne slike bolnikov in bolnic, pri čemer pri absolutni eritrocitozi 
izmerimo povišane vrednosti Hb, Ht ali koncentracije eritrocitov vsaj dvakrat v razmiku 
vsaj dveh mesecev. Nadalje moramo izključiti primarno in sekundarno pridobljeno 
eritrocitozo. Primarno pridobljeno eritrocitozo oziroma PV izključimo v primeru 
odsotnosti somatskih mutacij v genu JAK2, ter nekaterih drugih histoloških preiskav 
kostnega mozga. Visoko specifični pokazatelj PV je tudi nizka serumska koncentracija 
EPO. Nato na podlagi številnih testov in preiskav (preverjanje zdravstvene preteklosti, 
biokemijski testi, plinska analiza arterijske krvi, pulzna oksimetrija, polisomnografija, 
slikovne preiskave) izključimo sekundarno pridobljeno eritrocitozo (Debeljak in sod., 
2019).  
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Pri opredelitvi tipa DE in vzpostavitvi diagnostičnih biokemijskih testov je koristno 
poznavanje družinske anamneze in serumske koncentracije EPO, s katero lahko ločimo 
primarno prirojeno (ECYT1) od sekundarnih prirojenih eritrocitoz. V kolikor je oprema za 
merjenje na razpolago, lahko afiniteto Hb do kisika določimo z merjenjem p50, ki je 
vrednost parcialnega tlaka kisika, pri kateri je nasičenega 50 % Hb. p50 lahko merimo 
neposredno na vzorcih arterijske krvi, pri čemer normalna vrednost znaša med 25 in 29 
mmHg. Zmanjšana vrednost kaže na zmanjšano vsebnost kisika v tkivih in premik 
saturacijske krivulje v levo zaradi povečane afinitete Hb do kisika (ECYT6, ECYT7 in 
ECYT8) (Lee in Arcasoy, 2015; Patnaik in Tefferi, 2009). Za preverjanje nepravilnosti 
hemoglobinov je mogoča tudi proteinska elektroforeza, ki je sicer manj zanesljiva od 
sekvenčnih analiz globinskih genov.  
 
Omenjeni testi nam omogočijo ožji izbor kandidatnih genov oziroma regij genov, 
povezanih s preiskovanim primerom DE. Bolj natančno lahko tip DE opredelimo po 
sekvenčni analizi kandidatnih genov. Pri tem najprej določimo zaporedje izbranih regij 
kandidatnih genov s sekvenciranjem ter poiščemo morebitne različice. Bolniki in bolnice s 
sumom na dedno obliko eritrocitoze, katerih kliničnega vzroka ne najdemo, ali pa so zanje 
razpoložljiva genetska testiranja negativna, padejo v skupino idiopatskih eritrocitoz. Za 
diagnosticiranje DE je že predlagan algoritem, ki je lahko v pomoč tudi v klinični praksi 
(Slika 8) (Debeljak in sod. 2019; Mlakar, 2008; Bento in sod., 2015; McMullin, 2016).  
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Slika 8: Prikaz diagnostičnega algoritma za družinsko eritrocitozo in policitemijo vero. Povzeto po (Bento in 
sod., 2015; Oliveira in sod., 2018). Legenda: modra - navodila za posamezni korak algoritma, rdeča - podatki 
določanja vrednosti serumskega EPO, rumena - podatki določanja vrednosti p50, vijolična - podatki 
družinske anamneze, +  - prisotnost vzročne mutacije, oranžna - postavljena diagnoza. EPO - eritropoetin, 
p50 - parcialni tlak kisika v krvi, pri katerem je 50 % hemoglobina nasičenega s kisikom, EPOR - 
eritropoetinski receptor, JAK2 - Janus kinaza 2, HBB - podenota hemoglobina beta, HBA - podenota 
hemoglobina alfa, BPGM - bisfosfoglicerat mutaza, EPAS1 - endothelial PAS domain protein 1, sinonim 
HIF2A, s hipoksijo inducirani transkripcijski faktor  2 alfa, EGLN1 - egl nine homolog 1, sinonim PHD2, 
prolil hidroksilaza 2, EPO - eritropoetin, VHL - von Hippel-Lindau tumor zaviralni gen, ECYT1-8: družinska 
eritrocitoza tipa 1-8, NGS - sekvenciranje nove generacije. 
Za preverjanje prisotnosti eritrocitoze tipa 8 (ECYT8) lahko druge tipe DE načeloma 
izločimo že z meritvijo p50. Nizke vrednosti so posledice premika saturacijske krivulje v 
levo zaradi nenormalne strukture molekul Hb (HBB, HBA1, HBA2), ter zmanjšano 
aktivnostjo proteina BPGM. Vendar obstajajo tudi primeri, ko je bila mutacija v genu 
BPGM  prisotna pri normalnih vrednostih p50, zato moramo biti pri diagnozi na to pozorni 
in testirati tudi preiskovanke z normalnimi vrednostmi p50 (Oliveira, 2019; Oliveira in 
sod., 2018). Za ugotavljanje genetskega izvora tega bolezenskega stanja pa je potrebno 
sekvencirati gen BPGM. 
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2.4.4.1 Diagnoza v Sloveniji 
V Sloveniji zdravstveno osebje izvaja samo genetsko testiranje za preverjanje PV. V UKC 
Maribor testirajo prisotnost mutacije V617F v genu JAK2, v UKC Ljubljana pa poleg 
JAK2 V617F (ekson 14) preverjajo tudi prisotnost mutacij dvanajstega eksona gena JAK2. 
Bolniki in bolnice z izključeno PV in sumom na DE so zaenkrat v Sloveniji izključeni iz 
nadaljnje obravnave, saj za testiranje DE še nimamo celovitega diagnostičnega panela. Na 
oddelku MCMB Inštituta za Biokemijo Medicinske fakultete v Ljubljani trenutno poteka 
postopek vzpostavljanja diagnostičnega panela za DE, ki ga v nekaterih večjih laboratorijih 
po svetu že rutinsko izvajajo. Trenutno so že vzpostavljeni genetski testi za glavne 
kandidatne gene DE, ki temeljijo na metodi določanja zaporedja po Sangerju (VHL, EPO, 
EPOR, EPAS1 in HBB, EGLN1, HBA1, HBA2) (Mencin, 2017; Prijatelj, 2018; Vočanec, 
2018; Kristan, 2018, Marentič, 2019) in NGS (vsi vzročni geni). Vsi omenjeni testi so v 
fazi prenosa v klinično prakso. V bližnji prihodnosti bo tako z dopolnjenim diagnostičnim 
panelom rutinska diagnostika DE mogoča tudi v Sloveniji (Debeljak in sod., 2019). 
2.5 POVEZAVA PROTEINA BPGM Z ERITROCITOZO 
Gen BPGM kodira zapis za protein BPGM, katerega glavna vloga je uravnavanje 
koncentracije molekule 2,3-BPG v eritrocitih. Ta je v normalnih fizioloških pogojih v 
eritrocitih prisoten v visokih koncentracijah (približno 5 mM), kjer se veže na 
deoksigenirano obliko Hb, s čimer zmanjša njegovo afiniteto do kisika, da se ta lahko v 
zadostnih količinah sprosti v okoliška tkiva (Slika 9A). Mutacije v genu BPGM lahko 
povzročijo strukturne spremembe proteina BPGM, katerega katalitska sposobnost se 
zmanjša in posledično upade tudi koncentracija 2,3-BPG. Rezultat spremenjenega proteina 
je nizka koncentracija 2,3-BPG (pod 5 mM) in kronično zmanjšana sprostitev kisika v 
tkiva. Manjšo dostopnost kisika zaznavajo ledvične celice, ki s povečanim izražanjem EPO 
sprožajo eritropoezo in s tem prekomerno nastajanje eritrocitov v rdečem kostnem mozgu 
(ECYT8) (Slika 9B) (Petousi in sod., 2014). 
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Slika 9: Prikaz delovanja proteina BPGM. Prikaz delovanja A) proteina BPGM divjega tipa in B) 
spremenjenega proteina BPGM. Legenda: oranžna zvezda – mutacija v genu BPGM, rumena elipsa – protein 
BPGM divjega tipa,  rumena zvezda – spremenjen protein BPGM, rdeča – tetramer hemoglobina, O2 – kisik, 
1,3-BPG – 1,3-bisfosfoglicerat, 2,3-BPG – 2,3-bisofosfoglicerat, EPO – eritropoetin, ECYT8 – družinska 
eritrocitoza tipa 8.  
Funkcijsko pomembna mesta in regije proteina BPGM, katerih predvidena vloga v 
delovanju proteina je trenutno znana, sta aktivni mesti katalitskega jedra, ki katalizirata 
pretvorbo substrata (1,3-BPG) v produkt (2,3-BPG), ter nekatera vezavna mesta in regije, 
ki s pravilno prostorsko postavitvijo substrata sodelujejo pri katalizi (glej poglavje »Potek 
sintazne katalitske reakcije proteina BPGM«). Spremembe aminokislinske strukture na ali 
blizu omenjenih mest imajo najverjetneje vpliv na afiniteto substrata do proteina BPGM ali 
pa na njegovo katalitsko aktivnost. Omenjena aminokislinska in nukleinska mesta so torej 
pomembna za raziskovanje povezav različic gena BPGM s klinično patološkim procesom 
prekomernega nastajanja eritrocitov. Poleg tega je smiselno pozorno opazovati tudi 
spremembe na ostalih aminokislinskih mestih, katerih vloge morda še ne poznamo. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA 
Naloga obsega tri sklope. Prvi, bioinformacijski del naloge je zajemal analizo gena BPGM 
ter proteina BPGM. S pregledom spletnih podatkovnih zbirk smo izvedli pregled obstoječe 
literature na temo povezave različic gena BPGM in DE, ter najdene različice umestili na 
zaporedje gena in proteina BPGM. Sledil je izbor regij za genetsko testiranje in funkcijska 
opredelitev v literaturi najdenih različic gena na pojavnost eritrocitoze. V drugem delu 
naloge smo na vzorcih DNA zdravih oseb, z optimizacijo metode PCR ter določanjem 
nukleotidnega zaporedja z metodo po Sangerju, vzpostavili genetski test za analizo gena 
BPGM. V tretjem sklopu pa smo z določanjem nukleotidnega z metodo po Sangerju 
analizirali DNA zaporedja bolnikov s sumom na DE ter nato pridobljena zaporedja 
analizirali s pomočjo računalniške programske opreme. Tretji sklop naloge smo izvedli v 
namen opredelitve ECYT8 (Slika 10). 
 
Potek laboratorijskega dela magistrske naloge je potekal v sodelovanju s Specializiranim 
hematološkim laboratorijem Kliničnega oddelka za hematologijo, UKC Ljubljana. Nalogo 
je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME 0120-98/2019/5), bolniki in ostali 
udeleženci pa so podpisali soglasje za sodelovanje v raziskavi.  
 
 
Slika 10: Prikaz poteka dela. Legenda: oranžna – bioinformacijski koraki, PCR – verižna reakcija s 
polimerazo, AEF – agarozna gelska elektroforeza, PAGE – poliakrilamidna elektroforeza, ECYT8 – 
družinska eritrocitoza tipa 8. 
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3.2 MATERIALI 
3.2.1 Laboratorijski pripomočki 
-avtomatska pipeta in nastavki za avtomatske pipete 
-centrifugirke 
-komplet za agarozno gelsko elektroforezo (BioRad) 
-komplet za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (BioRad) 
-laboratorijska steklovina 
-merilne pipete in nastavki za merilne pipete 
-mikrocentrifugirke 
-parafilm 
-pincete 
-stojala za mikrocentrifugirke in centrifugirke 
-žličke 
3.2.2 Aparati 
-aparat za slikanje gelov (MiniBis in Fujitsu Life Sciences) 
-centrifuga (Eppendorf) 
-ciklični termostat za pomnoževanje DNA z metodo PCR (SimpliAmp™) 
-digestorij 
-električni napajalnik za elektroforezo (Pharmacia) 
-hladilnik (Gorenje) 
-mini centrifuga (Labnet) 
-mikrovalovna pečica (Sharp) 
-parni sterilizator - avtoklav 
-tehtnica (Kern) 
-vorteks mešalnik (IKA) 
-zamrzovalnik (Gorenje) 
3.2.3 Reagenti 
-agaroza (Gennaxon bioscience) 
-enkrat in dvakrat destilirana voda – (dH2O in ddH2O) 
-vzorci DNA 
-etidijev bromid (EtBr) 10 mg/mL 
-komplet reagentov za PCR KAPA HiFi HotStart PCR (Kapa BioSystems) 
-komplet za čiščenje produktov PCR (Qiagen - QIAquick PCR Purification kit) 
-nanašalni pufer za elektroforezo 6x (Thermo Fisher Scientific) 
-raztopina amonijevega persulfata - APS 10 % (Merck) 
-poliakrilamid 40 % (Roth) 
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-pufer Tris-borat-EDTA - TBE 1x in 10x (Sigma) 
-standard velikosti DNA (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) 
-tetrametiletilendiamin - TEMED (Sigma) 
-voda brez RNaz (Roth) 
-začetni oligonukleotidi (ZO) (Integrated DNA Technolgies) 
3.3 METODE 
3.3.1 Bioinformacijska analiza gena BPGM 
Najprej smo s pomočjo spletne podatkovne zbirke Ensembl (Yates in sod., 2020) naredili 
analizo gena BPGM, pri čemer nas je zanimalo njegovo poimenovanje (za uporabo 
optimalnih ključnih besed pri iskanju literature oziroma njegovih različic), lokacija v 
genomu, dolžina, njegova intronska in eksonska sestava ter protein kodirajoče regije. 
3.3.2 Pregled objavljene literature 
Začeli smo s pregledom obstoječe literature na temo povezave gena BPGM z eritrocitozo, 
objavljene v podatkovni zbirki PubMed (2020). Literaturo smo najprej iskali s ključnimi 
besedami, povezanimi neposredno z imenom bolezni: angl. erythrocytosis 
bisphosphoglycerate mutase, erythrocytosis diphosphoglycerate mutase, erythrocytosis 
2,3-bpg, erythrocytosis 2,3-dpg in erythrocytosis bpgm. Iskanje smo razširili tudi na 
kombinacije ključnih besed, povezanih z nekaterimi glavnimi načini opredelitve 
eritrocitoze ali drugimi izrazi za to bolezen: angl. polycythemia, increased red blood cells, 
increased hemoglobin in increased hematocrit, ter na ključne besede z drugimi 
poimenovanji gena: angl. 2,3-bisphosphoglycerate phospahatase, 2,3-bpg phospahatase, 
2,3-diphosphoglycerate mutase in DPGM (HGNC Database, 2020; Yates in sod., 2017; 
OMIM, 2020). 
3.3.3 Analiza v literaturi najdenih različic in izbor regij gena za analizo 
Najdenim različicam gena smo najprej določili tip in lokacijo spremembe nukleotida ter 
aminokislinskega zaporedja, homozigotnost oziroma heterozigotnost, pripisali pa smo jim 
tudi pripadajoči vir in identifikacijsko številko, če je ta za različico obstajala. Slednje smo 
storili s pregledom spletnih podatkovnih baz dbSNP (Sherry in sod., 1999) in LOVD 
(Fokkema in sod., 2011). Identifikacijske številke različic smo glede na pozicijo v 
zaporedju poizkušali izslediti v zbirki Ensembl (Yates in sod., 2020). V primeru, da smo v 
zbirkah dbSNP ali LOVD našli različico (z identifikacijsko številko), ki je med pregledom 
literature nismo našli, smo tudi to dodali na končni seznam različic. Za boljši pregled smo 
v literaturi najdene različice umestili na shemo gena BPGM in proteina BPGM ter 
opredelili njihovo funkcijsko analizo. S pomočjo sinteze dobljenih informacij smo nato 
naredili optimalni izbor regij gena za vzpostavitev diagnostične metode. Za nekatere 
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različice, ki še niso bile vpisane v baze podatkov LOVD smo vložili ustrezno urejeno 
dokumentacijo za njihovo registracijo v namen izboljšave strukturiranosti in informiranosti 
podatkov o ECYT8. 
3.3.4 Izolacija DNA iz krvi celic preiskovanih oseb 
Vzorce za optimizacijo in vpeljavo diagnostične metode smo pridobili s Kliničnega 
oddelka za hematologijo, Univerzitetnega kliničnega centra (UKC) v Ljubljani. Tam so iz 
krvi preiskovanih oseb izolirali granulocite po njihovem standardnem protokolu. S 
kompletom reagentov QIAquick isolation kit (Qiagen) so iz celic izolirali DNA in sicer na 
enak način iz vzorcev zdravih oseb za vpeljavo diagnostične metode, kot tudi iz vzorcev 
bolnikov za potrditev vzpostavljene metode.  
3.3.5 Izbor bolnikov za analizo različic gena BPGM 
V raziskavi smo analizirali vzorce dveh oseb iz ene družine. Osebi sta imeli znake 
absolutne eritrocitoze, obenem pa so s predhodnimi testi izključili druge možne vzroke za 
nastanek eritrocitoze, kot so odsotnost somatskih mutacij v genu JAK2 za izključitev PV, 
odsotnost mutacij za izključitev nekaterih drugih krvnih bolezni (KIT, MPL, CALR) in 
izključitev sekundarne pridobljene eritrocitoze (Kopitar in sod., 2017). Družinsko drevo 
ponazarja sorodne odnose med člani obravnave družine ter njihov znani fenotip. Osebi s 
sumom na DE, ki sta bili izbrani za sekvenčno analizo, sta označeni vsaka s svojo 
identifikacijsko številko (Slika 11). 
 
 
Slika 11: Družinsko drevo testiranih oseb s sumom na družinsko eritrocitozo. Označeni sta izbrani testirani 
osebi. Povzeto po (Kopitar in sod., 2017). Legenda: črn krog – ženska s sumom na DE, bel krog – ženska 
brez suma na DE, črn kvadrat – moški s sumom na DE, bel kvadrat – moški brez suma na DE, bel krog z 
vprašajem – ženska z neznanim bolezenskim ozadjem, AAB.. – identifikacijska številka bolnika.  
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3.3.6 Izbor začetnih oligonukleotidov za pomnožitev regij gena BPGM 
Tudi pri izboru začetnih nukleotidov (ZO) smo v namen poenotenega diagnostičnega 
protokola sledili smernicam, ki so jih predlagali Bento in sodelavci (2015), ki so ZO za 
pomnoževanje protein kodirajoče regije gena BPGM z metodo PCR že objavili. Lega vseh 
uporabljenih parov ZO je bila določena tako, da smo pri pomnoževanju regij zajeli vse v 
literaturi najdene različice gena BPGM. Smiselni ZO smo postavili v nekodirajočo regijo 
DNA, približno 20 nukleotidov od začetka eksona oziroma izbrane regije, ter protismiselni 
ZO  približno 20 nukleotidov od konca eksona oziroma izbrane regije. Zaporedja, določena 
s sekvenciranjem po Sangerju, imajo namreč slabšo kvaliteto prvih in zadnjih 20-30 
nukleotidov in jih zato ne moremo ustrezno prebrati. Podjetje Eurofins Genomics, kjer so 
izvedli določanje zaporedja z metodo po Sangerju, analizira produkte do velikosti 1000, 
zato smo želeli izbrati ZO čim bolj optimalne velikosti in sicer tako, da je eden zajel odsek 
gena v dolžini 350-500 bp. Izbrali smo pare, ki se v 50-60 bp, najmanj 30 bp, prekrivajo 
med sekvencami in niso vključevali različic, povezanih z DE. 
 
Nekatere priporočene izhodiščne lastnosti ZO so dolžina 18-35 bp (optimalno 20-24 bp), 
temperatura taljenja (Tm) 50-60 °C ter posamezne Tm v paru ZO naj se ne razlikujejo za več 
kot 2 °C. Četudi so nekatere lastnosti uporabljenih ZO malo odstopale od optimalnih, smo 
vseeno sledili smernicam Bento in sodelavci (2015), saj smo stremeli k poenotenem 
protokolu za pomnoževanje.  
 
Prileganje posameznih parov ZO na referenčno DNA zaporedje prepisa BPGM-201 z 
oznako ENST00000344924.7 (Yates in sod., 2020) smo preverili s pomočjo programske 
opreme Microsoft Word. Smiselni ZO za pomnoževanje prvega eksona (ime po Bento 
BPGM 1F) ni prilegal na referenčno DNA zaporedje, zato smo ročno izbrali novega, pri 
čemer smo sledili zgoraj navedenim pogojem. Nato smo s pomočjo spletnih programov 
preverili lastnosti posameznih parov (Preglednica 3); to je dolžino in Tm posameznega ZO, 
dolžino produkta ter njegovo vsebnost gvanina in citozina (GC) s spletnim orodjem 
ThermoFisher Tm calculator (Tm calculator, 2019). Vsebnost GC v produktu je lastnost, 
pomembna pri pripravi reakcije PCR. Tvorbo sekundarnih struktur smo preverili z orodjem 
Oligo Analyzer Tool (Oligo Analyzer Tool, 2019) ter homologijo z drugimi regijami v 
genomu z orodjem BLAST (Altschul in sod., 1990). Ob koncu izbora smo vsak ZO tudi 
poimenovali skladno s smernicami Medicinskega centra za molekularno biologijo 
(MCMB) Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. 
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Preglednica 3: Imena in lastnosti začetnih oligonukleotidov. Povzeto po (Bento in sod., 2015).  
*ZO po Bento ni prilegal, zato smo oblikovali novega. 
3.3.7 Optimizacija pomnoževanja regij gena BPGM 
3.3.7.1 Izvedba reakcije PCR 
Reakcije PCR smo izvedli z reagenti KAPA HiFi Hot Start proizvajalca KAPA 
Biosystems, pri čemer smo pri pripravi reakcijskih mešanic upoštevali njihove priporočene 
končne koncentracije posameznih reagentov za skupni volumen reakcije PCR 25µl 
(protokol KAPA HiFi HotStart v 7.13) (Preglednica 4). Pri vsaki reakciji PCR smo 
pripravili in analizirali tudi negativno kontrolo, ki je namesto 1μL DNA vsebovala 1μL 
H2O. Reakcijske mešanice smo vedno pripravljali v sterilnih pogojih s sterilnimi 
laboratorijskimi pripomočki ter reagente med pripravo hranili na ledu. Nato smo s pomočjo 
cikličnega termostata za pomnoževanje DNA proizvajalca SimpliAmp™ izvedli reakcijo 
PCR. Reagente smo po uporabi hranili v zamrzovalniku na -20°C. 
Preglednica 4: Volumni in koncentracije reakcije PCR. 
Korak/reagent H2O 
Pufer 
Fidelity 
dNTP 
Smisleni 
ZO 
Protismiselni 
ZO 
DNA 
polimeraza 
DNA 
Skupni 
volumen 
Začetna 
koncentracija 
/ 5x 5 mM 5 μM 5 μM 1 U/μL / 
 
Končna 
koncentracija 
/ 1x 
0,3 
mM 
(0,3 in 
0,2) μM* 
(0,3 in 0,2) 
μM* 
0,5 U/μL / 
Končni 
volumen na 
reakcijo 
14 
μL 
5 μL 
1,5 
μL 
1,5 μL 1,5 μL 0,5 μL 1 μL 25 μl 
*pogoji, ki smo jih tekom optimizacije spreminjali. 
Ime 
(MCMB) 
Ime 
(Bento) 
Zaporedje 
v smeri 5'  3' 
Tm 
(°C) 
Dolžina 
(bp) 
Lokacija 
in 
dolžina 
produkta 
(bp) 
Vsebnost 
GC (%) 
BPGM-
5fIF-1 
BPGM 
1F 
GACAGTTCGACTTTCCAATAG* 55,5 21 Prvi 
ekson, 
215 
57.67 
BPGM-
in1R-1 
BPGM 
1R 
AATGTAAACGTTCGCAACAT 55,9 20 
BPGM-
in1F-1 
BPGM 
2F 
CAGTTGAATATAACTTAGAC 47,3 20 Drugi 
ekson, 
734 
45.50 
BPGM-
in2R-1 
BPGM 
2R 
AACCTCTAATAAGTGGTATA 49,0 20 
BPGM-
in2F-1 
BPGM 
3F 
TGATGTAGCACTTGCTGTG 57,1 19 Tretji 
ekson, 
762 
41.60 
BPGM-
3utrR-1 
BPGM 
3R 
GTGAACTACTGATTAGAATAGTG 53,2 23 
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3.3.7.2 Optimizacija reakcije PCR za pomnožitev izbranih regij gena BPGM 
V Preglednici 5 so navedeni osnovni pogoji vseh reakcij PCR. Začetne pogoje optimizacije 
smo za posamezne regije gena določili glede na Bento in sodelavci (2015), nato pa jih 
tekom optimizacije prilagajali glede na dobljene rezultate, pri čemer je bil cilj dobiti čim 
bolj specifično pomnožene regije gena BPGM. Naenkrat smo spreminjali le en tip pogoja 
in sicer: temperaturo prileganja ZO, število ciklov reakcije PCR, čas prileganja in 
podaljševanja ter koncentracijo ZO. Pri vsaki regiji smo na začetku preverili tudi 
učinkovitost delovanja dveh različnih pufrov: »GC rich«, primeren za pomnoževanje regij, 
bogatih z GC, ter »Fidelity«, ki omogoča boljše delovanje encima DNA polimeraza. 
Pogoje z rezultati za posamezno regijo gena smo sproti beležili v laboratorijski dnevnik.  
Preglednica 5: Osnovni pogoji reakcije PCR. 
Korak/pogoji Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
(30 in 35)* Prileganje (51 – 68)* (10 in 15 s)* 
Podaljševanje 72 (10 in 15 s)* 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
*pogoji, ki smo jih tekom optimizacije spreminjali. 
3.3.7.3 Analiza na gelski agarozni elektroforezi 
Osnovno specifičnost pomnoževanja želenih produktov vsake reakcije PCR smo sproti 
analizirali s pomočjo agarozne gelske elektroforeze, ter za vsako takšno analizo sproti 
pripravili agarozni gel (Preglednica 6). Zamreženost gela smo glede na velikost produktov 
PCR, da so ti med elektroforezo lahko neovirano potovali po gelu. Glede na izbrano 
zamreženost smo v erlenmajerico najprej zatehtali ustrezno maso agaroze, jo prelili z 
ustreznim volumnom 1x pufra TBE, jo stehtali skupaj s steklovino in zabeležile maso. 
Nato smo raztopino pokrili in jo z vmesnim mešanjem segrevali v mikrovalovni pečici 
toliko časa, da je postala povsem bistra. Potem smo jo ponovno stehtali in dopolnili z 
dH2O do prvotne mase, nekaj raztopine je namreč med segrevanjem izhlapelo. Med 
čakanjem, da se je raztopina delno ohladila, smo v digestoriju pripravili komplet za 
agarozno gelsko elektroforezo. Nato smo v delujočem digestoriju raztopini dodali ustrezen 
volumen EtBr, pri čemer smo količino izračunali glede na volumen agaroznega gela.  
Preglednica 6: Reagenti in volumni za pripravo agaroznega gela. Navedeni volumni veljajo za pripravo 1,5-
odstotnega agaroznega gela. 
Reagent Količina 
Agaroza 1,13 g 
1x TBE 75 mL 
EtBr 4 µL 
26 
Albreht L. Analiza variabilnosti gena BPGM pri družinski eritrocitozi.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
Tako pripravljeno raztopino smo vlili v nosilec za agarozno gelsko elektroforezo in 
namestili glavniček. Čez približno 30 minut smo razstavili nosilec in strjeni gel vstavili v 
stojalo in tega v kadičko, napolnjeno z 1x pufrom TBE. Tega smo pripravili z mešanjem 
100 mL 10x TBE (založna raztopina) ter 900 mL destilirane vode. Kadičko smo nato z 
elektrodami na pokrovu povezali na električni napajalnik za elektroforezo. Sledila je 
priprava vzorcev za nanos na gel (Preglednica 7). Za velikostni standard DNA smo 
uporabili GeneRuler 100 bp DNA Ladder proizvajalca Thermo Scientific. 
Preglednica 7: Reagenti in volumni za nanos vzorcev na agarozno gelsko elektroforezo. 
Reagent Količina Skupni volumen 
Produkt PCR 10 µL 
12 µL 
Nanašalni pufer 2 µL 
Velikostni standard DNA 1 µL 
12 µL Nanašalni pufer 2 µL 
dH2O 9 µL 
Legenda: bela – volumni nanašanja vzorcev PCR, siva – volumni nanašanja velikostnega standarda. 
Vzorce DNA smo nato z avtomatskimi pipetami nanesli v žepke na gelu ter preverili, da je 
gel popolnoma prekrit s pufrom. Nato smo kadičko zaprli ter jo priklopili na električni tok. 
Na začetku smo napetost nastavili na 90 V, nato pa čez nekaj časa, ko je barvilo v 
nanašalnem pufru že pokazalo premikanje vzorcev po gelu, povečali na 120 V. Ločevanje 
je potekalo približno 50 minut oziroma toliko časa, dokler niso vzorci z barvilom 
pripotovali do ustrezne oznake. 
3.3.7.4 Potrditev analize na poliakrilamidni elektroforezi 
Poliakrilamidna elektroforeza (PAGE) omogoča natančnejšo ločljivost in občutljivost 
zaznave molekul DNA, zato smo po agarozni gelski elektroforezi z njo potrdili 
specifičnost pomnoževanja želenih regij gena. Pred pripravo gela smo sestavili očiščen 
komplet za PAGE ter najprej preverili njegovo vodotesnost. Med sestavljena stekla smo 
vnesli vodo ter ga v primeru, da je puščal, ponovno sestavili. Ko sta stekli za nanašanje 
gela dobro tesnili, smo iz njiju odlile vodo in začeli s pripravo 6-odstotnega 
poliakrilamidnega gela. Odstotek zamreženosti gela smo izbrali glede na velikosti 
posameznih produktov PCR. V centrifugirko smo najprej dodali ustrezne količine 
(Preglednica 8) dH2O, 10x pufra TBE in 40 % poliakrilamida. Reagenta TEMED in 10 % 
APS (pripravljen z mešanjem 1 g APS proizvajalca Merc ter 10 mL ddH2O) smo raztopini 
dodali tik pred vlivanjem gela v nosilec, saj povzročita polimerizacijo akrilamida. Nato 
smo vsebino centrifugirke premešali, jo z merilno pipeto previdno prenesle med 
sestavljena stekla ter vanj vstavili izbrani glavniček. Čez približno 30 minut se je gel strdil 
in takrat smo odstranili glavniček.     
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Preglednica 8: Reagenti in volumni za pripravo poliakrilamidnega gela. Navedeni volumni veljajo za 
pripravo 6-odstotnega poliakrilamidnega gela. 
Reagent Količina 
 (dH2O) 11,25 mL 
40 % poliakrilamida 2,25 mL 
10x TBE 1,25 mL 
10 % APS 150 μL 
TEMED 15 μL 
Stekla z gelom smo postavili v nosilec ter nosilec v posodo za elektroforezo. Nosilec in 
kadičko smo napolnili z 1x TBE pufrom ter odstranili glavniček in nastale žepke očistili z 
avtomatsko pipeto, ter na ta način iz njih izprali ostanke reagentov. Vzorce za nanos na gel 
smo pripravili na enak način, kot pri analizi na agarozni gelski elektroforezi (Preglednica 
9). Na parafilm smo nanesli kapljice vzorce z DNA z ustreznimi volumni, pri čemer smo 
za velikostni standard DNA uporabili GeneRuler 100 bp DNA Ladder proizvajalca 
Thermo Scientific.  
Preglednica 9: Reagenti in volumni za nanos vzorcev na poliakrilamidno gelsko elektroforezo. 
Reagent Količina Skupni volumen 
Produkt PCR 10 µL 
12 µL 
Nanašalni pufer 2 µL 
Velikostni standard DNA 1 µL 
12 µL Nanašalni pufer 2 µL 
dH2O 9 µL 
Legenda: bela – volumni nanašanja vzorcev PCR, siva – volumni nanašanja velikostnega standarda. 
Pri analizi produktov PCR iz DNA bolnikov smo količino vzorca preračunali tako, da nam 
je 5 µL vzorca ostalo za sekvenciranje. Tako smo dodali 7 µL vzorca in 1,5 µL 
nanašalnega pufra. Kapljice z reagenti smo nato prenesli v žepke ter po končanem 
nanašanju kadičko z elektrodami na pokrovu povezali na električni napajalnik, tega pa na 
električni tok. Ločevanje je potekalo približno eno uro na napetosti 80 V. Ustavili smo ga, 
ko je barvilo iz nanašalnega pufra doseglo spodnji rob gela. Sledilo je barvanje gela. 
Najprej smo razstavili nosilec ter nato še stekla, znotraj katerih je bil gel. Tega smo 
prestavili v posodo za barvanje, ga prelili z 10-odstotno raztopino EtBr (raztopina 
pripravljena z mešanjem 10 µL EtBr ter 100 mL dH2O), pokrili, ter postavili za 15 minut 
na stresalnik, da se je gel enakomerno obarval. Nato smo odlili raztopino EtBr ter za 15 
minut dodali dH2O, da se je gel razbarval. 
 
 
 
28 
Albreht L. Analiza variabilnosti gena BPGM pri družinski eritrocitozi.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
3.3.7.5 Dokumentacija gelov po agarozni in poliakrilamidni elektroforezi 
Vsak rezultat elektroforeze smo dokumentirali tako, da smo gel postavili pod UV svetlobo 
v napravi MiniBis, ki je bila povezana z računalniškim programom. Slike prikazanih gelov 
smo shranili v računalnik in od tam prenesli na zunanje diske. 
3.3.8 Čiščenje produktov PCR 
Pred določanjem DNA zaporedja z metodo po Sangerju smo produkte PCR očistili 
ostankov genomske DNA, ZO in dNTP. Pred čiščenjem produktov PCR z DNA bolnikov, 
namenjenih za sekvenciranje, smo učinkovitost kompleta za čiščenje preverili na vzorcih 
PCR, ki smo jih pridobili med optimizacijo diagnostične metode. Za čiščenje smo uporabili 
komplet reagentov QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), ki sestoji iz vezavnih kolon, 
zbirnih mikrocentrifugirk, pufer za vezavo DNA (PB), pufer za spiranje (PE) in elucijski 
pufer (EB). Pri sami izvedbi čiščenja produktov PCR smo sledili protokolu Quick-Start 
Protocol July, 2018, ter znotraj tega izbrali način s centrifugiranjem. V kolono z zbirno 
epruveto smo dali 20 μL vzorca in 100 μL pufra PB ter jo centrifugirali (17.900 g, 1 
minuto). Iz zbirne epruvete smo nato odlili zbrano tekočino, ter na kolono dodali 0,75 ml 
pufra PE, ter centrifugirali (17.900 g, 1 minuto). Zopet smo zavrgli tekočino iz zbirne 
epruvete, ter v namen boljše kvalitete čiščenja vzorce še enkrat centrifugirali (17.900 g, 1 
minuto). Kolono smo nato prestavili v čisto mikrocentrifugirko in na sredino membrane 
kolone dodali 30 μL pufra EB za elucijo DNA. Po eni minuti čakanja smo vzorce ponovno 
centrifugirali (17.900 g, 1 minuto). Zbrali smo približno 28 μL očiščene DNA s 
koncentracijo 8-12 ng/μL. 
3.3.9 Priprava vzorcev za določanje zaporedja DNA z metodo po Sangerju 
Sledila je priprava sekvenčne reakcije, kjer smo za posamezni vzorec v sterilno 
mikrocentrifugirko dali 5 µL očiščenega produkta PCR in 5 µL smiselnega ali 
protismiselnega ZO s koncentracijo 5 µM. Vsak vzorec smo označili s posebnimi 
nalepkami s kodami, s katerimi smo kasneje lahko identificirali rezultate sekvenciranja. 
Tako pripravljene vzorce smo poslali v nemško podjetje Eurofins Genomics, kjer so 
določili zaporedje DNA z metodo po Sangerju.  
3.3.10 Analiza pridobljenih nukleotidnih zaporedij 
Datoteke z zaporedji DNA smo prejeli v več različnih formatih: .ab1, .pdf in .seq. S 
pregledom datotek .pdf smo opravili hiter pregled rezultatov sekvenciranja, medtem ko 
smo datoteke .ab1 odprli v računalniškem programu Chromas, ki omogoča natančnejši 
pregled in urejanje elektroforegramov. Ročno smo pregledali obliko in razporeditev vrhov 
posamezne sekvence, pri čemer smo ocenili kvaliteto pridobljenih zaporedij in iskali 
morebitne heterozigote. Nato smo s funkcijo »trim low quality« označili dele zaporedij s 
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slabo kvaliteto, saj v teh regijah branje in analiza niso bili zanesljivi. S funkcijo »reverse + 
complement« smo zaporedja, pomnožena s protismiselnimi ZO pretvorili v njihov obratni 
komplement. Za preverjanje ustreznosti pomnoženih regij smo uporabili zaporedja formata 
.seq, ki so že imele odstranjene dele sekvenc s slabo kvaliteto. Vstavili smo jih v spletno 
orodje BLAST ter na ta način preverili, v kolikšnem deležu se posamezna pridobljena 
nukleotidna zaporedja ujemajo s tistimi v podatkovni bazi programa, natančneje z genom 
BPGM. Vendar smo s tem potrdili le ujemanje z genom, morali pa smo potrditi tudi 
ustreznost celotne regije. To smo storili z ročnim primerjanjem pridobljenih zaporedij z 
referenčnim DNA zaporedjem gena BPGM z identifikacijsko številko NC_000007.14 
(NCBI, 2020). Zaporedja formata .seq z odstranjenimi deli sekvenc s slabo kvaliteto smo 
uporabili tudi za namen identifikacije potencialnih različic. Analizo smo izvedli s 
poravnavo datotek .seq na referenčno zaporedje gena BPGM, z dvema različnima 
orodjema: BLAST in Clustal Omega (Clustal Omega, 2020). Prisotnost morebitnih 
polimorfizmov ali heterozigotov na določenih lokacijah poravnanih zaporedij smo vedno 
preverili tudi v računalniškem programu Chromas, in sicer smo primerjali poravnane 
elektroferograme tako iz smiselne, kot tudi protismiselne smeri. 
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4 REZULTATI 
4.1 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA GENA BPGM 
Uveljavljeno ime za gen je bisfosfoglicerat mutaza (angl. bisphosphoglycerate mutase) 
(BPGM), v literaturi in podatkovnih zbirkah pa zasledimo tudi druga imena (angl. 2,3-
bisphosphoglycerate phospahatase, 2,3-bpg phospahatase, 2,3-diphosphoglycerate mutase 
in DPGM) (OMIM, 2020). V podatkovni zbirki Ensembl (Yates in sod., 2020) obstajata 
dva prepisa gena BPGM. Prvi prepis (ENST00000344924.8) z dolžino 1711 bp ima tri 
eksone, od katerih sta drugi in tretji protein kodirajoča (Slika 12A). Drugi prepis z dolžino 
2051 bp (ENST00000393132.2) pa ima štiri eksone, od katerih sta prav tako kodirajoča 
dva in sicer tretji in četrti (Slika 12B). Prepisa se torej razlikujeta v tem, da ima drugi en 
dodaten protein nekodirajoč ekson ter 340 bp več. Pri izboru smo sledili odločitvi nekaterih 
drugih raziskovalcev in raziskovalk (Hoyer in sod., 2004, Lemarchandel in sod., 1992 in 
Bento in sod., 2015), ki so v svoje analize vključili prvega. 
 
 
Slika 12: Shematski prikaz prepisov gena BPGM. Povzeto po (Yates in sod., 2020). A – prvi prepis, B – 
drugi prepis. Legenda: E – ekson, svetlo modra – protein-nekodirajoče regije, temno modra – protein-
kodirajoče regije. 
Gen BPGM se nahaja na ročici q sedmega kromosoma (7q33) (Slika 13A). Gen je dolg 
32,96 kbp in sestavljen iz treh eksonov in dveh intronov (Slika 13B). Drugi in tretji ekson 
sta protein-kodirajoča in kodirata zapis za prepis dolg 1711 bp (Slika 13C). Ta prepis 
nadalje  kodira zapis za protein BPGM, sestavljen iz 259 aminokislin (Slika 13D). Protein 
BPGM je trifunkcionalni encim s sintazno, mutazno in fosfatazno aktivnostjo (glej 
poglavje »Protein BPGM«).  
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Slika 13: Večnivojska shema gena BPGM. A – sedmi človeški kromosom, B – gen BPGM, C – informacijska 
RNA (mRNA), D – aminokislinsko zaporedje proteina BPGM. Povzeto po (Yates in sod., 2020). Legenda: 
rdeča puščica – lokacija gena BPGM na kromosomu, E – ekson, I – intron, svetlo modra – protein-
nekodirajoče regije, temno modra – protein-kodirajoče regije. 
4.2 RAZLIČICE GENA BPGM, POVEZANE Z DRUŽINSKO ERITROCITOZO 
S pregledom zbirk PubMed (2020), Ensembl (Yates in sod., 2020) in LOVD (Fokkema in 
sod., 2011) smo našli dvanajst različic gena BPGM, ki so domnevno povezane z 
eritrocitozo. To pomeni, da so različice prisotne pri obravnavanih preiskovancih/ 
preiskovankah, ki imajo znake absolutne eritrocitoze (glej poglavje »Eritrocitoza«) ter 
različne klinične znake bolezni (glej poglavje »Klinični znaki«). Pri štirih najdenih 
različicah (različice št. 1, 2, 3 in 4, Preglednica 10) so avtorji oziroma avtorice vzročnost 
najdenih različic potrdili eksperimentalno s funkcionalnimi analizami in vitro, pri čemer so 
najpogosteje merili aktivnost proteina BPGM, koncentracijo 2,3-BPG in p50. Nekatere 
druge različice (različice št. 6, 7 in 8, Preglednica 10) iz raziskave Oliveira in sodelavcev 
(2018) so bile označene kot ''patogene'' oziroma ''verjetno patogene'', za oceno njihovega 
fenotipskega izražanja pa so merili samo p50. Ostalih pet različic (različice št. 5, 9, 10, 11 
in 12, Preglednica 10) je bilo s strani avtorjev in avtoric opredeljenih kot ''različice 
neznanega pomena'', saj zanje niso potrdili vzročnosti.  
 
Prvo popolno okvaro proteina BPGM so odkrili Rosa in sodelavci (1978), ko so analizirali 
42 let starega moškega z znaki eritrocitoze. Biokemijske preiskave gena BPGM so 
pokazale heterozigotno nukleotidno spremembo (c.268C>T) kodona 90 (v takrat 
objavljenem referenčnem genomu je ta sovpadal s kodonom 89), ki je povzročila menjavo 
aminokisline arginin v cistein (p.Arg90Cys) (različica št. 1, Preglednica 10). Rosa in 
sodelavci (1978) so s funkcionalnimi analizami in vitro odkrili, da je bila posledica 
spremenjene strukture proteina njegova zmanjšana aktivnost, kar so sklepali glede na 
izredno nizke izmerjene ravni 2,3-BPG v krvi preiskovanca. Posledično je bila krivulja 
disociacije kisika pomaknjena v levo, kar nakazuje na visoko afiniteto Hb do kisika. 
Vrednost p50 so izmerili spektrofotometrično s primerjanjem absorbance deokisgeniranega 
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in oskigeniranega Hb. Katalitsko aktivnost proteina BPGM in koncentracijo 2,3-BPG so v 
raziskavi izmerili s spremljanjem spreminjanja kemijskega ravnovesja spojin v reakcijski 
mešanici, katerih koncentracije so zaznali spektrofotometrično. 
 
Nekaj let za tem so Lemarchandel in sodelavci (1992) nadalje analizirali istega 
preiskovanca in njegovo družino ter odkrili, da so zgoraj omenjeni preiskovanec in njegove 
tri sestre z enakim fenotipom v resnici sestavljeni heterozigoti za omenjeno mutacijo 
(c.268C>T in p.Arg90Cys) na enem alelu, ter delecijo nukleotida na drugem alelu 
(c.61delC) (različica št. 2, Preglednica 10). Delecija je povzročila zamenjavo aminokisline 
arginin v valin ter premik bralnega okvirja (p.Arg21Valfs*28) in posledično nenormalno 
preveden protein BPGM s popolno okvaro. Sin in hči istega preiskovanca sta bila 
heterozigota le za različico št. 1 (Preglednica 10) z vmesnim fenotipom, ki se je odražal v 
delni okvari BPGM proteina, zmerni eritrocitozi in rahlem upadu p50. Funkcionalne 
analize v tej raziskavi so povzemali po predhodnih raziskavah (Rosa in sod., 1978; Rosa in 
sod., 1989). 
 
Sledilo je odkritje še ene različice gena BPGM (različica št. 3, Preglednica 10), in sicer so 
Hoyer in sodelavci (2004) pri asimptomatskem bolniku s znaki eritrocitoze našli 
homozigotno nukleotidno različico (c.185G>A), ki je vplivala na spremembo 62. 
aminokisline arginin v glutamin (p.Arg62Gln). Funkcionalne analize proteina BPGM in 
koncentracije 2,3-BPG in vitro so pokazale, da je bila vsebnost 2,3-BPG v krvi izrazito 
zmanjšana, približno 3-4 % od normalnega, poleg tega je bila močno zmanjšana tudi 
aktivnost proteina BPGM, približno 4 % od normalne aktivnosti. Posledično je bila 
krivulja disociacije kisika pomaknjena v levo, kar so zaznali z merjenjem pO2 v vzorcih 
arterijske krvi. Preiskovanec je imel sočasno tudi okvaro proteina glukoza-6-fosfat 
dehidrogenaze. Genotipov članov družine v raziskavi niso preverjali, vendar sklepajo, da 
so starši po vsej verjetnosti heterozigoti in s tem prenašalci, saj so imeli 50-odstotno 
okvaro proteina BPGM z normalnimi nivoji 2,3-BPG, medtem ko je njegov brat obratno 
kazal normalno aktivnost proteina BPGM ter malo znižano vsebnost 2,3-BPG. Družina 
sicer izhaja iz skupnosti, katere člani so imeli otroke znotraj ožjega sorodstva.  
 
Različico gena BPGM v povezavi z DE so odkrili tudi Petousi in sodelavci (2014) 
(različica št. 4, Preglednica 10) in sicer v okviru vzpostavljanja diagnostičnega panela za 
genetsko testiranje bolnikov in bolnic z znaki eritrocitoze (Camps in sod., 2016). Na enem 
alelu so našli nukleotidno zamenjavo (c.269G>A), ki je vplivala na spremembo 
aminokislinskega zaporedja, in sicer na 90. mestu iz arginina v histidin (p.Arg90His). 
Vpliv različice so potrdili tudi s funkcijsko analizo in vitro, pri čemer so ugotovili, da je 
preiskovanec imel pomembno zmanjšano koncentracijo 2,3-BPG in proteina BPGM, ki so 
ju so v raziskavi izmerili s spremljanjem spreminjanja kemijskega ravnovesja spojin v 
reakcijski mešanici, katerih koncentracije so zaznali spektrofotometrično. Poleg tega so 
zaznali tudi rahel upad p50, katerega so izmerili v vzorcih arterijske krvi. Preiskovanec je 
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različico najverjetneje podedoval od svoje matere, ki je bila prav tako heterozigot za enako 
mutacijo.  
 
Camps in sodelavci (2016) so še eno različico gena BPGM odkrili v okviru vzpostavljanja 
zgoraj navedenega diagnostičnega panela. Camps in sodelavci (2016) so pri 125 bolnikih 
in bolnicah z idiopatsko eritrocitozo, s sekvenciranjem nove generacije (NGS) analizirali 
eksonske regije enaindvajsetih genov iz biokemijskih poti, vpletenih v patogenezo 
eritrocitoze. Na ta način so odkrili nove različice v znanih genih, povezanih z eritrocitozo, 
ter nove kandidatne gene za prepoznavanje bolezni. Pri bolniku z rahlo povišanimi 
vsebnostmi Hb in Ht, ki je v preteklosti utrpel srčni infarkt, so našli heterozigotno 
zamenjavo nukleotida (c.304C>A), ki je pri proteinu BPGM povzročila aminokislinsko 
zamenjavo iz glutamina v lizin (p.Gln102Lys) (različica št. 5, Preglednica 10). Bolnik je 
brez družinske anamneze, funkcionalna analiza za to različico pa ni bila izvedena.  
 
Oliveira in sodelavci (2018) so med obsežnejšim analiziranjem kandidatnih genov za 
eritrocitozo pri 1192 bolnikih/bolnicah s sumom na DE odkrili kar sedem novih različic 
gena BPGM (pri skupno desetih osebah), domnevno povezanih z eritrocitozo. Prvi 
bolnik/bolnica je heterozigot z nukleotidno spremembo c.184C>T, ki je povzročila 
aminokislinsko spremembo iz arginina v triptofan (p.Arg62Trp) (različica št. 6, 
Preglednica 10). Ker ni jasno, če je sprememba le enega alela dovolj za izražanje kliničnih 
znakov preiskovanca/preiskovanke, so pri osebi testirali tudi ostale kandidatne gene za DE, 
ki niso vsebovali različic in s tem izključili morebitno prisotnost genotipa sestavljenega 
heterozigota za analizirane gene. Poleg tega je preiskovanec/preiskovanka imel/a rahlo 
povišan p50, kar je sicer za ECYT8 netipično. Oliveira in sodelavci (2018) so pri drugem 
bolniku/bolnici našli tudi homozigotno nesmiselno mutacijo gena BPGM (c.344G>A), ki 
je povzročila spremembo aminokisline v stop kodon (p.Trp115*) in posledično nepopolno 
preveden protein (različica št. 7, Preglednica 10). Mutacija, najdena pri tretjem 
bolniku/bolnici je bila prav tako nesmiselna, saj je s heterozigotno nukleotidno spremembo 
c.506G>A, povzročila ustavljeno prevajanje na 169. mestu proteina BPGM (p.Trp169*) 
(različica št. 8, Preglednica 10). Obe nesmiselni mutaciji sta bili povezani z netipično 
normalnimi meritvami p50, ki so jih izmerili v vzorcih arterijske krvi. Ostale štiri različice 
so našli pri skupno sedmih osebah. Patološki status teh heterozigotnih različic je trenutno 
neznan, saj poleg rahlo znižanih vrednostih p50 pri različicah 10 in 11 nimamo dodatnih 
podatkov o njihovi vzročnosti. Tri od teh različic (različice št. 9, 10 in 11, Preglednica 10) 
kažejo na spremembe nukleotidnega zaporedja pred protein kodirajočo regijo, v regiji 
navzgor od gena. Prva je delecija (c.-409_‐398 del), druga substitucija (c.-403C>T), tretja  
pa substitucija (c.-382‐35G>C) nekje na navedenem nukleotidnem območju. Različica, 
najdena pri zadnji osebi (različica št. 12, Preglednica 10) pa je sprememba c.127A>C, ki 
vodi v spremembo glutamina v lizin na 43. mestu (p.Lys43Gln).  
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4.3 UMESTITEV RAZLIČIC V ZAPOREDJE GENA BPGM IN PROTEINA BPGM  
Glede na umestitev v literaturi najdenih različic na nukleotidno in aminokislinsko 
zaporedje (Slika 14) lahko vidimo, da se različice nahajajo na protein-kodirajoči regiji 
drugega eksona ter na regiji navzgor od gena BPGM (c.-409_-398del, c.-403C>T in c.-
382-35G>C). Glede na umestitev različic na aminokislinsko zaporedje proteina BPGM je 
razvidno, da so vse štiri vzročno potrjene različice drugačnosmiselne (ena s premikom 
bralnega okvirja) in da se nahajajo na ali zraven vezavnih mest za substrat 1,3-BPG. 
Različica p.Arg21Valfs*28 blizu vezavnih mest Cys23 in Ser24, različica p.Arg62Gln na 
vezavnem mestu Arg62 ter različici p.Arg90Cys ter p.Arg90His na vezavnem mestu Arg90 
in v bližini vezavnih mest His91 in Tyr92 ter aktivnega mesta Glu89. Na mestu Arg62 se 
nahaja še ena vzročno nepotrjena različica gena BPGM (p.Arg62Trp). Poleg mesta za 
vezavo substrata Arg100 se nahaja različica p.Gln102Lys, poleg regije za vezavo substrata 
na mestih Arg116 in Arg117 pa različica p.Trp115. Ta različica je sicer nesmiselna in 
povzroči predčasno ustavljeno prevajanje. Ravno tako je nesmiselna različica p.Trp169*, 
ki se nahaja na koncu prvega eksona. Različica p.Lys43Gln se ne nahaja v bližini aktivnih 
ali vezavnih mest proteina BPGM. Podrobna lega različic je ponazorjena v Prilogi D. 
 
 
Slika 14: Umestitev različic zaporedja DNA na zaporedji gena in proteina BPGM. Legenda: E – ekson, svetlo 
modra – nekodirajoče regije gena, temno modra – kodirajoče regije gena, temno zeleni pravokotnik – regije 
za vezavo 1,3-BPG, rumena puščica – aktivna katalitska mesta, rdeča pisava – vzročno potrjene različice.  
4.4 IZBOR REGIJ GENA BPGM ZA POMNOŽEVANJE Z METODO PCR 
Pregled vseh do sedaj odkritih različic gena BPGM v povezavi z eritrocitozo je omogočil 
določitev t.i. »vroče točke« gena BPGM za potrditev ECYT8 pri bolnikih s sumom na DE. 
Vse različice (razen tistih v regiji navzgor od gena) se nahajajo bolj ali manj razpršeno po 
celem drugem eksonu (Slika 14), zato smo to regijo določili za prioritetno točko analize. 
Poleg omenjene regije smo se odločili tudi za analizo ostalih dveh eksonov, torej protein 
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nekodirajočo regijo prvega eksona in protein kodirajočo regijo tretjega eksona. Pri tem 
smo se v namene poenotenega protokola zgledovali po nekaterih drugih raziskovalnih 
skupinah (Bento in sod., 2015; Lemarchandel in sod., 1992; Hoyer in sod., 2004). ZO smo 
v namen pomnoževanja izbranih regij postavili na rob eksonov v intronske regije, razen pri 
pomnoževanju tretjega eksona, kjer smo ZO postavili v regijo protein nekodirajočega 
eksona (Slika 15).  
 
 
Slika 15: Shematski prikaz lege izbranih parov začetnih oligonukleotidov. Legenda: I – intron, E – ekson, 
svetlo modra – nekodirajoče regije gena, temno modra – kodirajoče regije gena, F1 – BPGM-5fIF-1, R1 – 
BPGM-in1R-1, F2 – BPGM-in1F-1, R2 – BPGM-in2R-1, F3 – BPGM-in2F-1, R3 – 3utrR-1. 
4.5 OPTIMIZACIJA REAKCIJE PCR ZA POMNOŽITEV IZBRANIH REGIJ GENA 
BPGM 
Pomnožitev vseh treh izbranih eksonskih regij v namen vzpostavitve diagnostičnega testa 
je bila izvedena z metodo PCR na vzorcih DNA zdravih oseb, pridobljenih s Hematološke 
klinike UKC Ljubljana. Vsako reakcijo PCR smo izvedli na dveh bioloških ponovitvah, 
torej vzorcih DNA dveh različnih zdravih oseb, zraven pa vključili tudi negativno kontrolo, 
ki je namesto vzorca DNA vsebovala dH2O.  
4.5.1 Optimizacija pomnoževanja regije prvega eksona 
Tekom optimizacije pomnoževanja regije prvega eksona smo spreminjali izbor pufra, 
temperaturo prileganja ZO ter število ciklov reakcije. Predvidena velikost produkta z 
izbranimi ZO je bila 215 bp. Optimizacijo smo začeli s temperaturo prileganja ZO, 
predlagano po Bento in sodelavci (2015), ter jo znotraj iste reakcije PCR dvakrat dvignili 
za 2°C. V prvem koraku optimizacije smo preizkusili oba pufra, od katerih se je pufer 
»Fidelity« izkazal za bolj učinkovitega od pufra »GC rich«. Slednje je bilo skladno s 
pričakovanji, saj pufer »GC rich« uporabljamo pri pomnoževanju regij s približno 65-
odstotno  vsebnostjo nukleotidov G in C, predvidena vsebnost  pri produktu prvega eksona 
pa je bila 57,67 % GC (Preglednica 3). Produkt prve reakcije PCR pomnoževanja regije 
prvega eksona je bil s pufrom »Fidelity« že uspešno specifično pomnožen (Slika 16A). Pri 
naslednji reakciji PCR smo še trikrat dvignili temperaturo prileganja ZO za 1°C, da bi 
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videli, do katere temperature še dobimo specifično pomnožene produkte. Obenem smo v 
drugem koraku število ciklov iz 30 povečali na 35 in tako povečali količino želenega 
produkta PCR (Slika 16B). Izbrani končni pogoji pomnoževanja regije prvega eksona so 
navedeni v Preglednici 11. 
 
 
Slika 16: Prikaz optimizacije pomnoževanja regije prvega eksona. Rezultati A) preizkušanja pufrov pri 
izhodiščnih temperaturah prileganja ZO, ter B) optimizacije z višanjem temperature in povečanjem števila 
ciklov s 30 na 35 s pufrom »Fidelity«. S puščico je označena velikost produkta prvega eksona. Legenda: NK 
– negativna kontrola.  
Preglednica 11: Končni pogoji pomnoževanja regije prvega eksona. 
Ime in 
dolžina 
produkta 
ZO, pufer, 
količina DNA, 
redčenje 
Korak 
Temperatura 
(°C) 
Čas 
Število 
ciklov 
Prvi ekson 
 
215 bp 
F: BPGM-5fIF-1  
R: BPGM-in1R-
1 
Začetna 
denaturacija 
95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
35 »Fidelity« Prileganje 64 15 s 
1 µL Podaljševanje 72 15 s 
Ne 
Končno 
podaljševanje 
72 1 min 1 
Legenda: ZO – začetni oligonukleotidi, F – smerni začetni oligonukleotidi (angl. forward), R – protismerni 
začetni oligonukleotidi (angl. reverse). 
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4.5.2 Optimizacija pomnoževanja regije drugega eksona 
Tekom optimizacije pomnoževanja regije drugega eksona smo spreminjali izbor pufra, 
temperaturo prileganja ZO ter število ciklov reakcije. Predvidena velikost produkta z 
izbranimi ZO za regijo drugega eksona je bila 734 bp s 45,50-odstotno vsebnostjo GC. 
Optimizacijo smo začeli s temperaturo prileganja ZO pri 52°C, saj se nam je tista, 
predlagana po Bento in sodelavci (2015) zdela zelo nizka (48°C). Z višjo temperaturo 
prileganja ZO smo začeli zaradi predvidevanja, da bodo tudi pri višji začetni temperaturi 
produkti še pomnoženi. Znotraj te reakcije PCR smo temperaturo dvakrat dvignili za 2°C. 
Tudi tu se je po uporabi obeh za bolj učinkovitega izkazal pufer »Fidelity«, saj je bila 
vsebnost GC v produktu nižja od približne spodnje meje, pri kateri uporabljamo pufer »GC 
rich« (65 %), z njegovo uporabo pa smo po prvem poskusu pomnoževanja regije drugega 
eksona že dobili specifično pomnožen produkt, le pri temperaturah 54°C in 56°C je bila 
količina pomnoženega produkta zelo nizka (Slika 17A). Zato smo v drugem poizkusu 
zmanjšali preizkusne temperature prileganja ZO na 51°C, 52°C in 53°C. Prav tako smo 
število ciklov dvignili iz 30 na 35, z namenom povečati količino dobljenega produkta, kar 
nam je tudi uspelo (Slika 17B). Izbrani končni pogoji pomnoževanja regije drugega eksona 
so prikazani v Preglednici 12. 
 
 
Slika 17: Prikaz optimizacije pomnoževanja regije drugega eksona. Rezultati A) preizkušanja pufrov pri 
izhodiščnih temperaturah prileganja ZO, ter B) optimizacija z višanjem temperature in povečevanjem števila 
ciklov na 35 s pufrom »Fidelity«. S puščico je označena velikost produkta regije drugega eksona. Legenda: 
NK – negativna kontrola.  
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Preglednica 12: Končni pogoji pomnoževanja regije drugega eksona. 
Ime in 
dolžina 
produkta 
ZO, pufer, 
količina DNA, 
redčenje 
Korak 
Temperatura 
(°C) 
Čas 
Število 
ciklov 
Drugi 
ekson 
 
734 bp 
F: BPGM-in1F-1  
R: BPGM-in2R-
1 
Začetna 
denaturacija 
95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
35 »Fidelity« Prileganje 53 15 s 
1 µL Podaljševanje 72 15 s 
Ne 
Končno 
podaljševanje 
72 1 min 1 
Legenda: ZO – začetni oligonukleotidi, F – smerni začetni oligonukleotidi (angl. forward), R – protismerni 
začetni oligonukleotidi (angl. reverse). 
4.5.3 Optimizacija pomnoževanja regije tretjega eksona 
Tekom optimizacije pomnoževanja regije tretjega eksona smo spreminjali izbor pufra, 
temperaturo prileganja ZO, skupno število ciklov reakcije, čas prileganja ZO in čas 
podaljševanja ter koncentracijo ZO. Predvidena velikost produkta z izbranimi ZO za regijo 
tretjega eksona je bila 762 bp z 41,60 % GC. Optimizacijo smo začeli s temperaturo 
prileganja ZO, predlagano po Bento in sodelavci (2015), ter jo pri prvi reakciji PCR 
dvakrat dvignili za 2°C. V prvem koraku optimizacije smo ponovno preizkusili oba pufra, 
od katerih se je pufer »Fidelity« po pričakovanjih izkazal za bolj učinkovitega, saj je bila 
vsebnost GC v produktu manjša kot spodnja meja GC pri kateri je priporočljivo uporabiti 
»GC rich« (65 %). Rezultati pomnoževanja z omenjenim pufrom so pokazali, da so se 
poleg želenega produkta pomnožili tudi drugi nespecifični produkti (Slika 18A). Te 
nespecifično pomnožene produkte smo v naslednjem koraku želeli izločiti s postopnim 
višanjem temperature, obenem smo dvignili število ciklov na 35. Na gelu so bili še vedno 
prisotni nespecifično pomnoženi produkti (Slika 18B).  
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Slika 18: Prikaz optimizacije pomnoževanja regije tretjega eksona s spremembo temperature in pufra. 
Rezultati A) preizkušanja pufrov pri izhodiščnih temperaturah prileganja ZO, ter B) nadaljnjega višanja 
temperature in povečanja števila ciklov na 35 s pufrom »Fidelity«. S puščico je označena velikost produkta 
regije tretjega eksona. Legenda: NK – negativna kontrola.  
V naslednjem koraku smo se zato odločili za uporabo bolj širokega razpona temperature 
prileganja ZO s pufrom »Fidelity«. Rezultati so pokazali, da se želeni produkt najbolj 
specifično pomnožuje pri temperaturah, višjih od 58°C (Slika 19A), zato smo v naslednjem 
koraku temperaturo dvignili od 58°C do 63°C. Pri vseh teh temperaturah je bil zraven 
pomnožen še en manjši nespecifičen produkt, poleg tega pa je bila pozitivna tudi negativna 
kontrola (Slika 19B). Odločili smo se, da bomo temperaturo prileganja ZO še dodatno 
dvignili in se na ta način poskusili znebiti nespecifično pomnoženih produktov. Tokrat so 
bile zadnje tri temperature previsoke (66°C, 67°C, 68°C), prve tri pa so še vedno kazale 
nespecifično ozadje (63°C, 64°C, 65°C), nekaj ponovno celo v negativni kontroli (Slika 
19C). Nadalje smo za analizo vzeli prve tri temperature ter hkrati zopet zmanjšali število 
ciklov na 30, s čimer se je močno zmanjšala količina nespecifičnih produktov, vendar 
hkrati tudi želenega produkta (Slika 19D). 
 
42 
Albreht L. Analiza variabilnosti gena BPGM pri družinski eritrocitozi.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
 
Slika 19: Prikaz optimizacije pomnoževanja regije tretjega eksona s spremembo temperature. Rezultati A), 
B) in C) preizkušanja širšega razpona temperature prileganja ZO ter D) preizkušanja treh najbolj optimalnih 
temperatur prilagajanja ZO z znižanim številom ciklov na 30 s pufrom »Fidelity«. S puščico je označena 
velikost produkta regije tretjega eksona. Legenda: NK – negativna kontrola. 
Sledilo je spreminjanje naslednjega parametra pri temperaturi 63°C, časa prileganja in 
podaljševanja s sledečimi kombinacijami: 15 sekund in 15 sekund, 10 sekund in 15 
sekund, 15 sekund  in 10 sekund, 10s in 10 sekund. Z zmanjševanjem časa podaljševanja 
sicer onemogočimo pomnoževanje večjim produktom, v našem primeru pa smo želeli večji 
produkt ohraniti, vendar smo strategijo vseeno preizkusili, s predvidevanjem, da bo morda 
krajši čas prileganja omejil pomnoževanje neželenih produktov. Prva kombinacija je 
pričakovano pokazala enake rezultate kot reakcije PCR poprej, medtem ko so bili pri tretji 
kombinaciji časov (15,10), torej tisti z zmanjšanim časom podaljševanja produkti vidni, a s 
precej manjšo intenziteto (Slika 20A). Sklepali smo, da bi lahko bolj specifično pomnožen 
produkt dobili s to kombinacijo časov in nadaljnjo optimizacijo dviga temperature, vendar 
tudi takšna razporeditev pogojev ni omogočila želenih rezultatov (Slika 20B in 20C).  
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Slika 20: Prikaz optimizacije pomnoževanja regije tretjega eksona s spremembo časa podaljševanja in 
prileganja. Rezultati A) spreminjanja kombinacij časov prilagajanja ZO ter podaljševanja (prva številka čas 
prilagajanja in druga številka čas podaljševanja) pri temperaturi 63°C ter B) in C) nadaljnjega višanja 
optimalne temperature prileganja ZO,  s časovno kombinacijo 15,10. Vse reakcije izvedene s pufrom 
»Fidelity«. S puščico je označena velikost produkta regije tretjega eksona. Legenda: NK – negativna 
kontrola. 
V zadnjem poizkusu smo se odločili, da ohranimo prvotne čase prileganja in podaljševanja 
ter pri pripravi reakcije PCR zmanjšamo koncentracijo ZO iz 0,5 mM na 0,3 mM in 0,2 
mM. Z zmanjšanjem koncentracije ZO namreč zmanjšamo tudi verjetnost, da se bodo ZO 
vezali na nespecifične dele DNA ter s tem omogočali njihovo pomnoževanje. 
Koncentracija 0,2 mM je bila kot kaže prenizka, saj po reakciji PCR na gelu nismo zaznali 
pomnoženih produktov, medtem ko je pri koncentraciji 0,3 mM količina nespecifičnih 
produktov skupaj z želenim produktom močno upadla, vendar so bili na gelu še vedno 
opazni (Slika 21). Ta rezultat je sicer pokazal najbolj obetavne rezultate. Na tej točki smo 
optimizacijo pomnoževanja regij tretjega eksona ustavili, saj v tem delu gena BPGM do 
sedaj še ni bilo odkrite nobene različice, povezane z DE in posledično vzpostavitev analize 
ni bila ključna. 
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Slika 21: Prikaz optimizacije pomnoževanja regije tretjega eksona s spremembo koncentracije začetnih 
oligonukleotidov. Rezultati zmanjšanja koncentracije ZO iz 0,5 mM na 0,3 mM in 0,2 mM s pufrom 
»Fidelity«, pri temperaturi 63°C in časovno kombinacijo podaljševanja in prileganja 15,15. S puščico je 
označena velikost produkta regije tretjega eksona. Legenda: NK – negativna kontrola.  
4.6 POMNOŽEVANJE REGIJ GENA BPGM PRI BOLNIKIH 
Pomnožitev regij dveh eksonov v namen potrditve vzpostavljenega protokola je bila 
izvedena na vzorcih DNA izbranih bolnikov s sumom na DE, pridobljenih s Hematološke 
klinike UKC Ljubljana. Bolnika imata identifikacijski številki AAB2-P1M in AAB2-P2M 
in sta brata (Slika 11). Metodo PCR smo izvedli z enakimi reagenti kot med procesom 
optimizacije ter s pogoji iz vzpostavljenega protokola (Preglednica 11 in Preglednica 12). 
Rezultate pomnoževanja dveh regij gena BPGM smo nato preverili s PAGE, s katero smo 
uspeli potrditi specifično pomnoženost regiji prvega in drugega eksona (Slika 22).  
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Slika 22: Prikaz pomnoženih regij gena BPGM dveh bolnikov na poliakrilamidnem gelu. Legenda: 1 – bolnik 
s kodo AAB2-P1M, 2 – bolnik s kodo AAB2-P2M, NK – negativna kontrola. S puščicami sta označeni 
velikosti produktov: levo regija prvega eksona in desno regija drugega eksona. 
4.7 SEKVENČNA ANALIZA REGIJ GENA BPGM PRI BOLNIKIH 
4.7.1 Pregled kakovosti pridobljenih zaporedij 
Z dvosmernim sekvenciranjem smo zagotovili, da smo sekvenčno analizo posamezne 
tarčne regije gena BPGM pokrili dvakrat in v obeh smereh. Vsega skupaj smo pripravili 
osem vzorcev: prvi in drugi ekson iz smiselne in protismiselne smeri za oba pacienta. 
Začetna analiza pridobljenih zaporedij formata .pdf je pokazala, da je večina nukleotidov 
imela Phred vrednosti med 20 in 30. V datotekah smo Phred vrednosti prepoznali po 
barvah pod posameznimi nukleotidi (Slika 23). Phred 20 označuje nukleotidno zaporedje, 
določeno s približno 99-odstotno točnostjo, v primeru Phred 30 pa z 99,9-odstotno 
točnostjo. Kakovost posameznih zaporedij je bila razvidna tudi s pregledom oblike vrhov 
formata .ab1 v računalniškem programu Chromas. Vrhovi predelov s slabšo kakovostjo so 
bili razporejeni neenakomerno, se prekrivali ali imeli nenavadno obliko. Nasprotno se 
vrhovi boljše kakovosti niso prekrivali, imeli so enakomerno razporejene in tanke vrhove.  
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Slika 23: Primera elektroferogramov pridobljenih zaporedij. Rezultati A) nizke ter B) visoke kakovosti 
sekvenciranja. Legenda: črna – Phred 0-9, rdeča – Phred 10-19, rumena – Phred 20-29, zelena – Phred > ali 
=30.  
Predeli s slabšo kakovostjo so se nahajali na začetnih in končnih delih zaporedij, kjer je 
bilo zaradi prileganja ZO višjo vsebnost napak sekvenciranja tudi pričakovati. Takšne 
predele smo v namen povečanja kakovosti zaporedij odstranili s programom Chromas. 
Elektroferogrami niso vsebovali nobenega dvojnega vrha dveh različnih nukleotidov, ki bi 
se pojavil v smiselni in protismiselni smeri. Zato sklepamo, da v pridobljenih zaporedjih ni 
nobenega heterozigotnega alela. Pred poravnavo smo s spletnim orodjem BLAST vsa 
pridobljena zaporedja primerjali z vsemi referenčnimi zaporedij genoma človeka v tej 
podatkovni zbirki. Na ta način smo preverili, ali smo pomnožili želeno regijo v tarčnem 
genu BPGM. Izkazalo se je, da so vsa zaporedja imela visoko stopnjo ujemanja z želenim 
izbranim regijam v genu BPGM (Preglednica 13). Analizirana zaporedja se z referenčnim 
zaporedjem ujemajo v od 97 % do 100 % nukleotidih, kar glede na izračune algoritma 
uporabljenega spletnega orodja BLAST pomeni, da se njihov  zapis nukleotidnega 
zaporedja v 97 % do 100 % ujema s tistim, ki je bilo v podatkovno zbirko naloženo kot 
referenčno nukleotidno zaporedje gena BPGM. 
Preglednica 13: Rezultati spletnega orodja BLAST za gen BPGM. Prikaz ujemanja pridobljenih nukleotidnih 
zaporedij gena BPGM z referenčnim zaporedjem gena BPGM. 
Zaporedje B1 1F B1 1R B2 1F B2 1R B1 2F B1 2R B2 2F B2 2R 
Ujemanje (%) 98 99 97 100 98 99 99 98 
Legenda: B1 – bolnik s številko AAB2-P1M, B2 – bolnik s številko AAB2-P2M, 1F – zaporedje regije 
prvega eksona prebranega v smiselni smeri, 1R – zaporedje regije prvega eksona prebranega v protismiselni 
smeri, 2F – zaporedje regije drugega eksona prebranega v smiselni smeri, 2R – zaporedje regije drugega 
eksona prebranega v protismiselni smeri. 
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4.7.2 Poravnava pridobljenih zaporedij 
Poravnave z dvema različnima spletnima orodjema, BLAST in ClustalOmega (Clustal 
Omega, 2020), so pokazala enake rezultate. V obeh primerih smo različice našli na začetku 
ali koncu vsakega zaporedja. Te so se vedno nahajale le na enem od zaporedij, smiselnem 
ali protismiselnem. Lokacija in pojavnost teh različic je nakazovala na verjetnost, da so te 
posledica napak sekvenciranja, kar smo lahko po pregledu elektroferogramov teh istih regij 
tudi potrdili. Vse različice takšnega izvora smo nato odstranili v računalniškem programu 
za urejanje zaporedij. Ko so bile vse take različice odstranjene, so se vsi nukleotidi 
zaporedij popolnoma poravnali in različic ni bilo videti ne v poravnavah zaporedjih prvega 
eksona, kot tudi ne v poravnavah zaporedjih drugega eksona (Priloga B in Priloga C). V 
sekvenciranih regijah prvega eksona smo opazili ponavljajoče se predele »tgc«. Ta 
zaporedja so se v spletnem orodju BLAST za razliko od ostalih, izpisala v malih tiskanih 
črkah sive barve. Ta nizko kompleksna zaporedja so rezultat avtomatskega filtriranja in 
predstavljajo ujemanja, ki so verjetno artefakti. 
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5 RAZPRAVA  
Različice gena BPGM v povezavi z eritrocitozo so relativno redke. Pred pregledom 
literature smo glede na izhodiščno literaturo (Bento in sod., 2015) poznali le tri objavljene 
mutacije gena BPGM, nato pa smo jih s temeljitim pregledom objavljene literature našli še 
devet. Skupno smo torej našli dvanajst različnih različic pri devetnajstih preiskovanih 
osebah. Glede na podatke o genotipih preiskovancev in njihovih obolelih sorodnikov lahko 
povzamemo, da se ECYT8 v večini primerov deduje avtosomno recesivno, redko pa tudi 
avtosomno dominantno. Štirje preiskovanci so bili sestavljeni heterozigoti.  
 
Štiri najdene različice (različice št. 1-4, Preglednica 10) oziroma mutacije gena BPGM so z 
veliko verjetnostjo povezane z ECYT8, saj so bile vzročno potrjene s funkcionalnimi 
analizami in vitro, v katerih so raziskovalne skupine merile različne parametre 
(koncentracija in aktivnost proteina BPGM, koncentracija 2,3-BPG, p50). Različice 6-8 
(Preglednica 10) so bile v raziskavi Oliveira in sodelavci (2018) označene kot ''patogene'' 
oziroma ''verjetno patogene'', a so za preverjanje fenotipskega izražanja različic izmerili le 
p50, ne pa tudi drugih parametrov. Za boljši dokaz vzročnosti teh različic bi bilo poleg tega 
potrebno izvesti katero od ostalih relevantnih meritev. Morebiten patološki vpliv ostalih 
petih različic (različice št. 5, 9-12, Preglednica 10) ni potrjen, so pa osebe s temi 
mutacijami imele nekatere znake eritrocitoze. Tri izmed teh, ki so bile najdene v regiji 
navzgor od gena BPGM, tudi niso imele dovolj podatkov o vrednostih Hb, p50 in EPO za 
bolnike ali pa so bili ti nejasni. Pri enem primeru (različica št. 11, Preglednica 10) je na 
primer za vse tri osebe, pri katerih naj bi bila takšna različica najdena, naveden enak 
podatek o vrednostih Hb. Poleg tega so raziskovalke in raziskovalci pri različicah št. 1-4 
(Preglednica 10) podobne okvare gena BPGM našli tudi pri sorodnikih bolnikov in bolnic, 
medtem ko pri ostalih družinska anamneza ni znana. 
 
Vse štiri vzročno potrjene različice se nahajajo na ali blizu mest nukleotidnega zaporedja, 
ki kodirajo funkcijsko pomembna mesta proteina BPGM (Slika 14). Te s spremembo 
aminokislinske sestave proteina na pomembnih mestih povzročijo zmanjšano katalitsko 
aktivnost proteina BPGM (angl. loss of function), razvidno iz rezultatov nekaterih 
opravljenih funkcionalnih analiz. Analize so v splošnem pokazale prisotnost 
spremenjenega proteina BPGM, upad njegove aktivnosti ter posledično tudi upad 
koncentracije 2,3-BPG v krvi. Sklepamo lahko, da nizke koncentracije tega metabolita 
povzročajo povečano afiniteto Hb do kisika, kar vodi v kronično hipoksijo tkiv, zaznano s 
strani intersticijskih fibroblastov v ledvicah, ki posledično stalno izločajo EPO in s tem 
spodbujajo prekomeren nastanek eritrocitov (ECYT8) (Slika 9). Dve heterozigotni mutaciji 
(različici št. 1 in 4, Preglednica 10) se nahajata na 90. aminokislinskem mestu, ki je poleg 
aktivnega katalitskega mesta Glu89, ter na oziroma poleg vezavnih mest za 1,3-BPG: 
Arg90, His91 in Tyr92. Pri osebah z omenjeno spremembo so izmerili močan upad 
koncentracije ali aktivnosti proteina, kar nakazuje na pomembnost teh regij pri delovanju 
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proteina. Različica št. 1 (Preglednica 10) se je sicer v nekaterih primerih pojavila kot 
sestavljeni heterozigot, pri čemer je bila na drugem alelu prisotna drugačnosmiselna 
mutacija na 21. mestu ter premik bralnega okvirja na 28. mestu (različica št. 2, Preglednica 
10). V primeru sestavljenih heterozigotov je bila okvara proteina BPGM popolna, medtem 
ko so otroci teh oseb imeli vmesni fenotip z mutacijo na 90. mestu. Kot heterozigoti za 
omenjeno mutacijo so imeli en alel brez mutacije in posledično "le" za 50 % zmanjšano 
aktivnost proteina. Prav tako se je na pomembnem vezavnem mestu proteina nahajala 
različica št. 3 (Preglednica 10) in sicer neposredno na mestu Arg62, ki med katalitsko 
reakcijo veže substrat 1,3-BPG. Aminokislinska sprememba na tem mestu je verjetno 
vplivala na način vezave substrata in proteina BPGM ter posledično na njegovo zmanjšano 
aktivnost.  
 
Večina ostalih različic, katerih vzročnost še ni bila potrjena, se prav tako nahaja na mestih, 
pomembnih za delovanje proteina in bi potencialno lahko vplivala na nastanek ECYT8.  
Različici št. 5 in 6 (Preglednica 10) se nahajata poleg vezavnih mest Arg100 in Arg62, ki 
sodelujeta pri vezavi substrata 1,3-BPG. Različici bi lahko s povzročenimi spremembami 
strukture proteina na teh mestih vplivali na vezavo substrata in posledično njegovo 
zmanjšano aktivnost. Poleg tega so raziskovalke in raziskovalci odkrili še dve nesmiselni 
mutaciji (različici št. 7 in 8, Preglednica 10), ki verjetno porušita strukturo proteina zaradi 
tvorbe predčasnega stop-kodona na 115. in 169. mestu. To pomeni, da skrajšana oblika 
proteinov ne vsebuje nekaterih pomembnih aminokislinskih mest, kot je na primer His188, 
ki s postavitvijo proteina in substrata med katalitsko reakcijo predstavlja pomembno mesto 
za aktivnost proteina (Wang in sod., 2004; Wang in sod., 2006). Različice št. 9-11 
(Preglednica 10) se, kot omenjeno, ne nahajajo v kodirajočem zaporedju gena, temveč v 
regiji navzgor od gena. Tudi takšne spremembe bi lahko v primeru, da se nahajajo v 
promotorski regiji, vplivale na izražanje gena (Cooper, 1992). Onemogočijo lahko vezavo 
ali delovanje transkripcijskih faktorjev in s tem povzročijo motnje v prepisovanju genov. 
Le ena od objavljenih različic se nahaja izven znanih funkcijsko pomembnih območij 
proteina na 43. mestu, in sicer drugačnosmislena različica št. 12 (Preglednica 10). Možno 
je, da ima tudi mesto Lys43 ali mesta v njegovi bližini pomemben vpliv na vezavo 
substrata in zvijanje proteina med katalitsko reakcijo, a teh mehanizmov še ne poznamo. 
Res pa je, da bi bilo potrebno tudi vpliv teh različic preveriti in vitro z laboratorijskimi 
analizami. 
  
Izbrani začetni pogoji so se v primerih pomnoževanja regij prvega in drugega eksona 
izkazali za učinkovite, saj smo specifično pomnožene produkte uspeli pridobiti že po 
prvem poizkusu optimizacije. Pri tem smo ZO za pomnoževanje regije prvega eksona 
oblikovali sami, druga dva para pa povzeli po Bento in sodelavci (2015). Z metodo PCR 
smo tako uspeli specifično pomnožiti izbrane regije prvega in drugega eksona, kar smo 
tudi dokazali z ločevanjem na agarozni gelski elektroforezi ter kasneje še na 
poliakrilamidni gelski elektroforezi, kjer smo rezultate potrdili z boljšo resolucijo 
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ločevanja. Na drugi strani smo pri optimizaciji regije tretjega eksona stalno zaznavali 
prisotnost nespecifično pomnoženih produktov. Kljub številnim poizkusom spreminjanja 
pogojev nismo uspeli pridobiti specifično pomnoženih regij tretjega eksona. Pri 
pomnoževanju te regije bi bil prvi smiseln korak določiti nov par ZO, ter z njimi 
nadaljevati optimizacijo.  
 
Delovanje vzpostavljenega testa smo preverili na dveh slovenskih bolnikih iz iste družine 
in s sumom na DE. Metoda sekvenciranja po Sangerju se je glede na razsežnosti analize, ki 
je zajemala tri relativno majhne regije enega gena za klinično rabo, izkazala za zelo 
primerno. Dvosmerno sekvenciranje po Sangerju velja pri kliničnem genetskem testiranju 
kot »zlati standard« predvsem za detekcijo točkovnih mutacij (angl. point mutation). Ta 
metoda določanja zaporedja DNA namreč bazne pare napove z visoko verjetnostjo in ima 
posledično visoko kvaliteto branja zaporedij (Katsanis in Katsanis, 2013). V magistrski 
nalogi smo s to metodo uspeli dobiti visoko kvalitetno prebrana zaporedja, ki so imela v 
povprečju Phred vrednosti od 20 (99-odstotna točnost) do 30 (99,9-odstotna točnost). 
Glede na rezultate uporabe algoritmov spletnega orodja BLAST smo s sekvenciranjem 
pridobili zaporedja pravega gena, saj so se vsa pridobljena zaporedja z visokimi odstotki (v 
97 % do 100 %) ujemala z referenčnim zaporedjem gena BPGM iz podatkovne zbirke 
(Preglednica 13). Ročna primerjava pridobljenih elektroforegramov ter črkovnih 
nukleotidnih zaporedij z referenčnim zaporedjem (NC_000007.14) pa je pokazala, da smo 
pridobili tudi ustrezne regije znotraj gena BPGM. Omenjena analiza regij gena BPGM pri 
bolnikih s sumom na DE ni pokazala nobenih heterozigotnih alelov ali različic pridobljenih 
zaporedij. V naši analizi smo pričakovali nizko verjetnost prisotnosti različic gena BPGM, 
zaradi znane nizke pojavnosti le-teh v povezavi z eritrocitozo (Bento in sod., 2015).  
 
Redkost mutacij v genu BPGM (vsaj v povezavi z eritrocitozo) bi lahko pojasnila njegova 
evolucijska ohranjenost. Protein BPGM, za katerega zapis ta gen kodira, je encim, ki je v 
največji meri izražen v zrelih eritrocitih, kjer deluje v stranski metabolni poti glikolize. 
Glikoliza z glikolitičnimi encimi je med evolucijsko najbolj ohranjenimi metabolnimi 
potmi, saj je nujno potrebna za preživetje mnogih organizmov. Primerjava 
aminokislinskega zaporedja človeškega proteina BPGM in proteina monofosfoglicerat 
mutaze pri kvasovkah je pokazala njuno visoko homolognost. Iz tega lahko sklepamo, da 
sta si proteina evolucijsko zelo sorodna in imata skupnega prednika. Geni, ki kodirajo 
zapis za takšne evolucijsko ohranjene proteine imajo navadno zelo nizko stopnjo 
evolucijskega razvoja in nizko stopnjo mutabilnosti (Jedrzejas, 2000; Haggarty in sod., 
1983; Fothergill-Gilmore, 1987). 
 
Pri diagnosticiranju ECYT8 je pomembno upoštevati izsledke raziskovalne skupine 
Oliveira in sodelavcev (2018). Znano je, da naj bi se ECYT8 zaradi povišane afinitete Hb 
za kisik izražala v pomiku saturacijske krivulje v levo, kar navadno določimo z merjenjem 
zmanjšanih vrednostih p50. Vendar je bil p50 v omenjeni raziskavi znižan pri sedemnajstih 
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testiranih osebah, pri ostalih treh pa temu ni bilo tako (Preglednica 10). Dve osebi sta imeli 
p50 normalen, ena pa celo povišanega. Raziskovalna skupina je torej pri analizi 
nukleotidnih zaporedij gena BPGM upoštevala vse razpone meritev p50 in s tem uspela 
odkriti tri dodatne, sicer še nedokončno preverjeno vzročne različice tega gena. To kaže na 
pomembnosti izbora kriterijev pri uporabi genetskega testa BPGM za DE. Pri večini 
algoritmov je namreč analiza gena BPGM predlagana le v primeru izmerjenih nizkih 
vrednosti p50. V magistrski nalogi smo zato dopolnili splošni diagnostični algoritem na 
način, da se v preiskavo gena BPGM zajame tudi primere normalnih meritev p50 (Slika 8). 
Poleg tega pa v izogib takšnim problemom predlagamo rutinsko testiranje vseh 
kandidatnih genov, kadar je to seveda mogoče.  
 
Za odkrivanje vzrokov DE je na razpolago že mnogo diagnostičnih algoritmov za klinično 
rabo. V Sloveniji je sedaj potrebno omogočiti njihov prenos v klinično prakso s pomočjo 
nekaterih že vzpostavljenih genetskih testov, med njimi tudi za gen BPGM. Z uporabo 
genetskih diagnostičnih testov bo omogočeno prepoznavanje vzročnih genov DE in s tem 
boljše obvladovanje znakov mnogih bolnikov in bolnic s sumom na DE, ki trenutno zaradi 
neprepoznanih vzrokov bolezenskega stanja padejo v skupino ljudi z idiopatsko 
eritrocitozo. Mutacije v do sedaj odkritih kandidatnih genih za DE sicer predstavljajo le 
30-40 % od vseh primerov obolelih, zato je verjetno v nastanek bolezni vpletenih več 
dodatnih genov. Raziskave na področju odkrivanja novih kandidatnih genov DE že 
izvajajo raziskovalne skupine, predvsem z delom na projektih sekvenciranja genoma 
človeka. Pri tem se vedno bolj pogosto poslužujejo tehnik NGS, ki omogočajo časovno 
ugodno sekvenciranje več genov hkrati (Bento in sod., 2015; Camps in sod., 2016; Hussein 
in sod., 2012). 
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6 SKLEPI  
Doseganje ciljev magistrske naloge: 
 C1 se glasi: »Sistematični pregled obstoječih podatkov o povezavi med različicami 
gena BPGM in eritrocitozo oziroma njenimi kliničnimi znaki«. S pregledom obstoječe 
literature smo izvedli sistematičen pregled objavljenih različic gena BPGM v povezavi 
z eritrocitozo, na podlagi katerega smo v kombinaciji z bioinformacijsko analizo uspeli 
izdelati pregledno in anotirano shemo gena BPGM in proteina BPGM, v katero smo 
umestili vse v literaturi najdene mutacije in različice. Shema nam je pomagala določiti 
t. i. »vroče točke« gena, na podlagi katerih smo izbrali regije gena za optimizacijo 
diagnostičnega testa in določanje nukleotidnega zaporedja pri bolnikih s sumom na 
DE.  
 
 C2 se glasi »Pomnožitev izbranih regij gena BPGM, povezanih z eritrocitozo«. Glede 
na strukturiran pregled obstoječih podatkov o povezavi med različicami gena BPGM in 
eritrocitozo, smo izbrali tarčne regije gena, pri čemer je bil največji poudarek na regiji 
drugega eksona kot »vroči točki« gena BPGM. Pomnoževanje z metodo PCR smo 
optimizirali za regiji prvega in drugega eksona ter tako uspešno vzpostavili nov 
molekularno genetski diagnostični test za določanje različic v teh dveh regijah gena 
BPGM. Kljub številnim poizkusom spreminjanja pogojev nismo uspeli pridobiti 
specifično pomnoženih regij tretjega eksona, zato bi bilo z optimizacijo te regije 
smiselno nadaljevati. 
 C3 se glasi: »Določitev nukleotidnega zaporedja pomnoženih regij gena BPGM, pri 
bolnikih z eritrocitozo neznanega vzroka«. Delovanje vzpostavljenega molekularno 
genetskega testa smo s sekvenčno analizo uspešno potrdili na dveh slovenskih bolnikih 
s sumom na DE, ki nista vsebovala različic v testiranih regijah gena BPGM. 
Preverjanje hipotez magistrske naloge: 
 H1 se glasi: »Različice gena BPGM, ki povzročajo eritrocitozo, se nahajajo znotraj 
regulatornih mest in vplivajo na vlogo proteina«. Prva hipoteza naloge je potrjena na 
podlagi pregledanih podatkov iz literature. Vzročno potrjene različice gena BPGM 
povezane z DE se nahajajo na ali v bližini funkcijsko pomembnih aminokislinskih mest 
proteina BPGM (Cys23, Ser24, Arg62, Glu89, Arg90, His91 in Tyr92). S tem vplivajo 
na funkcijo proteina, kar so raziskovalne skupine preverile s funkcionalnimi analizami. 
Lokacija različic je razvidna iz sheme, ki smo jo oblikovali v okviru magistrske naloge.  
 H2 se glasi: »Različice gena BPGM so prisotne v vzorcih DNA bolnikov z eritrocitozo 
neznanega vzroka«. Rezultati naše naloge niso po sekvenčni analizi regij prvega in 
drugega eksona gena BPGM pri dveh bolnikih s sumom na DE pokazali nobene 
različice, povezane z eritrocitozo. Tako je druga hipoteza te naloge ovržena.  
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PRILOGA B  
 
Prikaz poravnave pridobljenih zaporedij regije prvega eksona na referenčno zaporedje 
(NC_000007.14)  
Legenda: AAB2-P1M - prvi bolnik, AAB2-P2M - drugi bolnik. F - zaporedja, prebrana iz 
smiselne smeri, R - zaporedja, prebrana iz protismiselne smeri 
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PRILOGA C 
 
Prikaz poravnave pridobljenih zaporedij regije drugega eksona na referenčno zaporedje 
(NC_000007.14)  
Legenda: AAB2-P1M - prvi bolnik, AAB2-P2M - drugi bolnik. F - zaporedja, prebrana iz 
smiselne smeri, R - zaporedja, prebrana iz protismiselne smeri 
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PRILOGA D 
 
Prikaz kodirajoče sekvence gena BPGM in v literaturi najdenih različic, povezanih z 
ECYT8 
 
 
1     ATG TCC AAG TAC AAA CTT ATT ATG TTA AGA CAT GGA GAG GGT GCT   
1     Met Ser Lys Tyr Lys Leu Ile Met Leu Arg His Gly Glu Gly Ala   
        c.61delC, p.Arg21Valfs*28 
46    TGG AAT AAG GAG AAC CGT TTT TGT AGC TGG GTG GAT CAG AAA CTC   
16    Trp Asn Lys Glu Asn Arg Phe Cys Ser Trp Val Asp Gln*Lys Leu 
                                c.127A>C, p.Lys43Gln                 
91    AAC AGC GAA GGA ATG GAG GAA GCT CGG AAC TGT GGG AAG CAA CTC   
31    Asn Ser Glu Gly Met Glu Glu Ala Arg Asn Cys Gly Lys Gln Leu  
 
136   AAA GCG TTA AAC TTT GAG TTT GAT CTT GTA TTC ACA TCT GTC CTT 
46    Lys Ala Leu Asn Phe Glu Phe Asp Leu Val Phe Thr Ser Val Leu  
                                        c.185G>A, p.Arg62Gln in c.184C>T, p.Arg62Trp 
181   AAT CGG TCC ATT CAC ACA GCC TGG CTG ATC CTG GAA GAG CTA GGC 
61    Asn Arg Ser Ile His Thr Ala Trp Leu Ile Leu Glu Glu Leu Gly 
                         c.268C>T, p.Arg90Cys in c.269G>A, p.Arg90His 
226   CAG GAA TGG GTG CCT GTG GAA AGC TCC TGG CGT CTA AAT GAG CGT  
76    Gln Glu Trp Val Pro Val Glu Ser Ser Trp Arg Leu Asn Glu Arg  
              c.304C>A, p.Gln102Lys 
271   CAC TAT GGG GCC TTG ATC GGT CTC AAC AGG GAG CAG ATG GCT TTG 
91    His Tyr Gly Ala Leu Ile Gly Leu Asn Arg Glu Gln Met Ala Leu 
                                                                           c.344G>A, p.Trp115* 
316   AAT CAT GGT GAA GAA CAA GTG AGG CTC TGG AGA AGA AGC TAC AAT 
106   Asn His Gly Glu Glu Gln Val Arg Leu Trp Arg Arg Ser Tyr Asn 
 
361   GTA ACC CCG CCT CCC ATT GAG GAG TCT CAT CCT TAC TAC CAA GAA 
121   Val Thr Pro Pro Pro Ile Glu Glu Ser His Pro Tyr Tyr Gln Glu 
 
406   ATC TAC AAC GAC CGG AGG TAT AAA GTA TGC GAT GTG CCC TTG GAT 
136   Ile Tyr Asn Asp Arg Arg Tyr Lys Val Cys Asp Val Pro Leu Asp 
 
451   CAA CTG CCA CGG TCG GAA AGC TTA AAG GAT GTT CTG GAG AGA CTC 
151   Gln Leu Pro Arg Ser Glu Ser Leu Lys Asp Val Leu Glu Arg Leu 
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                        c.506G>A, p.Trp169* 
496   CTT CCC TAT TGG AAT GAA AGG ATT GCT CCC GAA GTA TTA CGT GGC 
166   Leu Pro Tyr Trp Asn Glu Arg Ile Ala Pro Glu Val Leu Arg Gly 
 
541   AAA ACC ATT CTG ATA TCT GCT CAT GGA AAT AGC AGT AGG GCA CTC  
181   Lys Thr Ile Leu Ile Ser Ala His Gly Asn Ser Ser Arg Ala Leu 
 
586   CTA AAA CAC CTG GAA GGT ATC TCA GAT GAA GAC ATC ATC AAC ATT 
196   Leu Lys His Leu Glu Gly Ile Ser Asp Glu Asp Ile Ile Asn Ile 
 
631   ACT CTT CCT ACT GGA GTC CCC ATT CTT CTG GAA TTG GAT GAA AAC 
211   Thr Leu Pro Thr Gly Val Pro Ile Leu Leu Glu Leu Asp Glu Asn 
 
676   CTG CGT GCT GTT GGG CCT CAT CAG TTC CTG GGT GAC CAA GAG GCG 
226   Leu Arg Ala Val Gly Pro His Gln Phe Leu Gly Asp Gln Glu Ala 
 
721   ATC CAA GCA GCC ATT AAG AAA GTA GAA GAT CAA GGA AAA GTG AAA 
241   Ile Gln Ala Ala Ile Lys Lys Val Glu Asp Gln Gly Lys Val Lys 
 
766   CAA GCT AAA AAA TAG   780 
256   Gln Ala Lys Lys Stop  260 
 
 
 
Legenda: 
ČRNA – prvi ekson 
MODRA – drugi ekson  
Rumena – drugačnosmiselna mutacija 
Roza – delecija nukleotida 
Zelena – predčasni stop kodon 
Vijolična – premik bralnega okvirja 
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PRILOGA E 
 
Plakat, predstavljen na 14. simpoziju CFGBC, Junij 2019 
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PRILOGA F 
 
Plakat, predstavljen na 15. virtualnem simpoziju CFGBC, Junij 2020 
 
 
